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ZUR KENNTNIS DER GLUKOSAMINVERBINDUNGEN 
Von 


YUTAKA KOMORI. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut zu Nagasaki, 
Vorstand - Prof. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 15. Dezember 1925) 


Vom biologischen, sowie entwicklungsgeschichtlichen Stand- 
punkte aus ist es sehr interessant, die engen Beziehungen 
zwischen dem Eiweiss und den chitinhaltigen Gertistsubstanzen 
der niederen Tiere kennen zu lernen. 

Wahrend das Chitin bei Wirbeltieren noch nicht gefunden 
worden ist, kommt es vor bei den Evertebraten und vor allem 
bei den Arthropoden, bei welchen es den organischen Haupt- 
bestandteil der Schalen darstellt. Ob es nun zwei oder mehrere 
Chitine oder nur ein solches gibt, ist noch eine umstrittene 
Frage. Um diese Frage zu lésen, schien es mir interessant, aus 
verschiedenem Material diese Substanz darzustellen und die 
-Befunde untereinander zu vergleichen. 

Das Glukosamin, dessen Acetylverbindung das Chitin ist, 
ist dadurch besonders von grossem Interesse, dass es gewisser- 
massen eine Briicke von den Kohlehydraten zu den Bausteinen 
der Eiweisskérper schligt. Nicht nur als Chitin kommt es in 
der Natur vor, sondern auch in anderer Form, und zwar als 
Bestandteil kemplizierterer Verbindungen, z. B. der Glyke- 
proteide. _ 

Als ein. Glykoproteid enthilt das im Hthnereiweiss prae- 
formierte Ovomukoid eine Kohlenhydratgruppe, und als diese 
durch Kochen mit Mineralsiuren abspaltbare Gruppe ist von 
Zanetti und Seemann das Glukosamin angenommen. 

Trotz des hohen Gehaltes des Weisseies an Ovomukoid 
vermégen wir tiber seine Bedeutung fiir die Eientwickkung 
kaum etwas Bestimmtes auszusagen. Das Gleiche gilt aych in 
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bezug’ auf seine chemische Roustituhons: so zum Beispiel ist die 
Frage, in welcher Art und Weise das Glukosamin in das Molekiil 
des Ovomukoides eingefithrt wird, noch gar nicht aufgeklart. 

Uber die intermedidren Spaltungsprodukte des Chitins und 
der Mukoidsibstanz gibt es iberhaupt nur wenige Versuche. 

Zuerst aus Knorpel und spiter auch aus anderen Geweben 
hat Levene” zum ersten Mal die Chohdroitinschwefelsiure 
erhalten. Beim Erhitzen mit. Alkali und ein wenig Wasser auf 
180° gibt das Chitin, wie Prof. Araki” fand, unter Abspaltung 
von Essigsiure Chistosan, eine dem Chitin 4hnelnde, aber ‘in 
verdiinnten Sduren lésliche Substanz, welche ebenfalls Acetyl- 
gruppen und Glukosamin enthalt. Hervorgehoben sei noch, 
dass Kotaké und Sera” aus einem Pilze eine interessante, aus 
zwei Molekiilen Glukosamin und Ameisensdéure bestehende 
Verbindung, das Lycoperdin, isoliert haben. - 

Ich bin nun gern einer Aufforderung von Prof. Tomita 
zur weiteren Erforschung der Konstitution des Ovomukoides, . 
seiner Bedeutung im Tierorganismus und der Verbreitung des 
Chitins gefolgt. 


Experimentelle Belege. 


I. DarsreLttune DER GLUKOSAMINVERBINDUNG 
AUS LaRVENHULLEN von SINGZIKADEN. 


400g Larvenhiillen von Singzikaden wurden mit reiner, 
verdiinnter Salzsdure entkalt. Nach Beseitigung der Kalksalze 
blieb dann die organische Grundsubstanz zuriick und konnte 
leicht durch Auswaschen auf einem Siebe von anhaftenden 
léslichen Bestandteilen befreit werden. Zum Zwecke der Be- 
seitigung der reichlich vorhandenen Eiweisskérper wurde die 
Grundsubstanz sodann 38 Stunden lang mit 20 Proz. Kalilauge 


1) J. of biol. Chem. 15, 156. 
29799 ” ” 19, 123. 

2) H-S. 20, 498. 

3) H-S. 88, 56. 
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riickfliessend gekocht und wiederum ausgewaschen. Um den. 
letzten Rest des Farbstoffes zu entfernen,, wurde die Substanz 
mit einer 0,5 Proz. Permanganatlésung behandelt und mit einer 
verdiinnten Oxalsiurelésung manganfrei gewaschen. Die farblose 
Substanz wurde mit Wasser gut ausgewaschen, dann mit Alkohol 
und Ather erschépft. Die Ausbeute, welche ein farbloses Pra- 
parat darstellte, betrug 149 g. } 


A. Elementaranalyse der reinen Substanz. 


1. Asche. 


0,5268 g gaben 0,0007 g feuerbestandige Asche, entsprechend 0,13% 
Asche, 


2. Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl. 
0,2569 g Substanz verbrauchten 12ccm n/10-H,SO,, 


entsprechend 6,53% N. 

0,2630 g Substanz verbrauchten 12,2 ccm n/10-H,SO,, 
entsprechend 6,49% N. . 

0,2140 g Substanz verbrauchten 9,9-ccm n/10-H.,SO,, 
entsprechend 6,459% N. 


3. Kohlen- und Wasserstoffbestimmung nach Liebig. 


0,1110g Substanz gaben: . 
N,1876 g CO,, entsprechend 46,099 C. 
0,0670 g H,0, _ 6,75% H. 
0,1228 g Substanz gaben: 
0,2075 g CO., entsprechend  46,08% C. 


0,0743 g H,O, a 6,779% He 
Auf aschenfreie Substanz berechnet: . 
eas; Ii.) OID. Mitel. 
C. 46,099% . -46,08% _— 46,0996 


H.. 6,75% 6,77% 6,76% 
N. 6,54% 6,509% 6,46 6,50% 


Be Spaltungsprodukte. 
I. Bestimmung der hydrolytisch abspaltbaren Essigsdure. 


Die Hydrolyse und die Bestimmung der Essigsiure gestal- 
teten sich nach Angabe von Fiirth und Russo”. 


1) Beitréige z. chem. Physiol. u. Pathol. 8, 178, 
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Aus 0,1500g Substanz ergab die Titration 14,9ccem n/10 
Saure, oder als Essigsiure berechnet, 0,0894 ¢=59,70 Proz. 
Essigsiure entsprechend. 

Unter Beriicksichtigung des N-gehaltes (N=6,50 Proz.) 
ergibt sich daraus fiir die Substanz die Relation: 


N : Essigsiure=1 : 2,18, 
d. h. je einem Stickstoffatom entsprechend hatte die Substanz 
annadhernd zwei Acetylreste aufgenommen. 


2. Bestimmung des hydrolytisch abspaltbaren Glukosamins. 


0,5269 g Substanz wurden 4 Stunden lang im Glycerinbad 
bei 110-120° unter Zusatz von 2 g Zinnchloriir mit konzentrierter 
Salzsiure gekocht; dann wurde mit Wasser verdtinnt, das Zinn 
durch Schwefelwasserstoff beseitigt, das Filtrat eingedampft, der 
Riickstand in Wasser gelést, die Lésung auf 100 ccm aufgefillt 
und nach Bertrand titriert. Fir die Gesamtmenge ergab sich 
ein Gehalt von 0,4479 g Glukosamin=85,13 Be des aschen- 
freien eon ate 

Unter Beriicksichtigung des Stickstoffgehaltes des_betref- 
fenden Priparates (N=6,50 Proz.) ergibt sich die Relation: 


N : Glukosamin=1 : 1,02. 
3. Darstellung des salesauren Glukosamins. 


10¢ des gereinigten Priparates wurden auf siedendem 
Wasserbad mit 200ccm konzentrierter Salzsiure bis zur Ab- 
scheidung krystallinischer Krusten eingedampft und sich selbst 
tberlassen. Nach dem Abkiihlen schieden sich harte Krystalle 
von dem typischen Aussehen des salzsaurén Glukosamins aus. 
Sie wurden abfiltriert, wieder in Wasser gelést und unter Zusatz 
von Tierkohle umkrystallisiert. Die Ausbeute betrug 4,0 ¢. 

Die Krystallform ist die des von Ledderhose” und Fr. 
Miller beschriebenen Hexagondodekaeders. Die Substanz 
reduzierte Fehlingschen Lésung. Ich konnte auch ein schon 
gelbes Osazon darstellen; das bei 203° schmolz. 


i) 1SESs pale 
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Fine Stickstoffbestimmung ergab 6,479 N. Berechnet 6,49% . 

0,2152 ¢ Substanz ergaben 0,0138938¢ N.. 

Es kann demnach an der Identitaét der gefundenen Krystalle 
mit salzsaurem Glukosamin kein Zweifel bestehen. 

Es ergibt sich sonach, dass, entsprechend der Auffassung 
des Praeparates als eines polymeren Diacetylmonoglukosamins, 
dasselbe bei der hydrolytischen Spaltung je 1 Stickstoffatom, 
also je 1 GTi sort entsprechend 2 Molekiile Essigsiure 
liefert. 

Die Untersuchung tiber die Chitosanbildung aus dieser 
Substanz wird weiterhin fortgesetzt. 


TI. Uper pre WirkuNG pER DIAsTaAsE AUF Das 
OvoMUKOID DES HUHNEREIES. 


Die Mukoide finden sich oft in der Natur in zahfliissigem 
Zustand. Durch ihre physikalischen Eigenschaften kénnen die 
Zellen und Gewebe manchmal vor Schédigungen -geschiitzt 
werden. Der grosse Gehalt des Ovomukoides im Hithnereiweiss— 
etwa 12%—kann. aber nicht ohne. besondere physiologische 
Bedeutung sein, und da die Ovomukoidmenge, wie die folgende 
Tabelle veranschaulicht, bei langer Bebriitung eine Abnahme 
erfiihrt, so schien die Méglichkeit vorhanden, dass diese Substanz 
auch zu den Nahrstoffen des Htihnerembryos gehéren kénne. 


TABELLE I. 


pea . Menge des 

Bebriitungs- ene a donee 3 Meng der Ovomukoides 
Antes wend. Eierklars |Trockensubstanz, absolute! /702entzahl 
Eier g g M ute) der Trocken- 

enge 

| subst 

5 soey i OE sae 8 ae 10,66 

7 Tage | 10 | 122 35,0 | 42 12,00 


| 
14 Tage | 10 | 63 18,3 | a 7,65 
| 
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Wie Miller und Masu vernal ein ‘diastatisches Ferment 
im Eidotter fanden, so habe ich auch einwandfrei das Vorkom- 
men dieses Fermentes im Eiweiss und Higelb nachgewiesen. 
Es war von hohem Interesse, die Frage zu priifen, ob auch das 
Ovomukoid durch Diastase gespalten werde. 

1g des Ovomukoides wurde in 50ccm Wasser gelést, mit 
50 ccm Diastaselésung (1 g Diastase in 50 ccm H:O) unter Zusatz 
von Toluol bei 37° im Brutschrank digeriert. Nach 3 tagiger 
Digestion wurde der abgespaltene Traubenzucker nach Bertrand 
ermittelt. Bei den Kontrollversuchen wurde festgestellt, wieviel 
Traubenzucker in der wasserigen Fermentlésung allein auftritt, 
wihrend in der rein wasserigen Ovomukoidlésung keine Hy- 
drolyse stattfindet, 

a) Diastaselosung + Ovomukoidloésung 437,1 mg. Traubenzucker. 

b) Diastaselosung 310,6 mg. ” 

c) Ovomukoidlésung 0. : 4 

Diese Versuche ‘zeigen, dass die Diastase einen Teil der 
Kohlenhydratgruppe aus Ovomukoid abspalten kann. 


III. DarsreLtunc DER MUTTERSUBSTANZ DES 
REDUZIERENDEN KORPERS AUS OVOMUKOID 
DURCH VERDAUUNG MIT TRYPSIN. 


Die Lésung der Frage nach der Kohlenhydratgruppe des 
Ovomukoides ist in mancherlei Hinsicht sehr wichtig, vor allem 
als Beitrag zur Kenntnis der Konstitution des Ovomukoid- 
molekiils, sowie auch fiir die Aufklarung der physiologischen 
Bedeutung bei der Eientwicklung. K. Willanen” ist eigentlich 
der erste, welcher das Verhalten des Ovomukoides im Tieror- 
ganismus gepriift hat. In seinen Versuchen wurde die Kohlen- 
hydratgruppe im Ovomukoid bei der Verdauung mit Pepsin 
und bei der Faulnis abgespalten, dagegen konnte er bei der 
Verdauung mit Trypsin und bei der Autolyse keine Abspaltung 
does Glukosamins ‘finden. 

1) Z. f{. Biol, 39, 547. 

: 2) Bioch. Z. 1, 108 
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Bei meinen eigenen Versuchen : sollte ich nun nicht nur 
bei alkalischer Spaltung, sondern auch bei den peptischen und 
tryptischen Spaltungen des Ovomukoides auf Substanzen stossen. 
Den ausgefithrten Untersuchungen nach scheint es‘sich um ein 
Polysaccharid zu handeln, welches ‘erst nach Kochen mit 
Mineralséuren ein reduzierendes Produkt .liefert. Dieses Poly- 
saccharid war unter den et i Sota diggers 
zu suchen.. 

Es gelang mir, nach folgenden Methoden die gesuchte 
Substanz verhiltnismassig- rein darzustellen und deren BUNA 
sche und chemische Eigenschaften zu studieren. 

50g des gereinigten Ovomukoides wurden mit 500 ccm 2 
Proz. Lésung von Trypsin nebst Toluol vermischt und unter 
Herstellung ganz schwach alkalischer Reaktion durch Ammoniak 
100 Tage lang im Brutofen bei 37° verdaut.. Das von den 
ausgeschiedenen weissen Tyrosinkrystallen filtrierte Verdauungs- 
produkt wurde unter vermindertem Druck stark eingeengt und 
‘von dem wieder auskrystallisierten Tyrosin abfiltriert. . Die 
Ausbeute an Tyrosin betrug 0,37 g. : 

Die Lésung wurde nun mit Sublimat gefallt. Man liess 
sie 12 Stunden stehen, filtrierte vom Niederschlage ab und 
fallte im Filtrate das geléste Quecksilber mit Schwefelwasserstoff 

us; filtrierte vom Schwefelquecksilber, entfernte den Schwefel- 
wasserstoff, indem man Luft durch die Lésung: durchsog, neu- 
tralisierte und fallte nun mit essigsaurem Blei aus. Es entstand 
ein geringer, hauptsichlich aus Chlorblei bestehender Nieder- 
schlag, welcher abfiltriert wurde. ‘Man setzte nun so ‘lange 
Ammoniak hinzu, als noch ein Niederschlag entstand; diesen 
liess man gut absetzen, brachte ihn auf ein Filter und sog ihn 
gut ab. 

Das Filtrat wurde mit Waschwasser vereinigt, mit Schweralt 
wasserstoff entbleit und unter vermindertem Druck stark einge- 
engt. Hierbei fiel 1,1 g Leucin aus. 

Der mit Wasser gewaschene Bleiniederschlag wurde mit 
Schwefelwasserstoff zerlegt. Die vom Schwefelwasserstoff befreite, 
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mit Tannin keine Faliung gebende Lésung wurde zu Syrup 
eingeengt und in absoluten Alkohol eingegossen, die entstandene 
weisse Fallung mit absolutem Alkohol und absolutem Aether 
gewaschen. Die so gereinigte schneeweisse, nicht hygroskopische 
Substanz wog 7,0¢. 
Nach den unten angefiithrten Untersuchungen schien es sich 
um ein Acetylamino-polysaccharid zu handeln, welches erst nach 
Kochen mit Mineralséuren ein reduzierendes Produkt lieferte. 


A. Elementaranalyse. 


6 i Aschenbestimmung. 


0,3024 g Substanz gaben: 
0,0140 g Asche, entsprechend 4,62% a 

0,1485 g Substanz gaben: 
0,0068 g Asche, entsprechend 4,579 Asche. 
Mittel  4,599§ Asche. 


Der grésste Teil der Asche bestand aus Natrium. Ausserdem 
waren Spuren von Kalium und Schwefel nachzuweisen. 
2. Kohlen-und Wasserstoffbestimmungen.- 


0,1485 g Substanz gaben: 
0,2311 g CO,, entsprechend 42,42% C. 
0,0858 g H,O, entsprechend 6 fis 1aG 
2 


3. Stickstoffbestimmung. 


0,1501 g Substanz gaben: 
6,9 cem N (22°,757 mm), entsprechend 7,21% N. 
0,0720 g Substanz verbrauchten: 
_ 3,7cem n/10-H,SO,, entsprechend 7,19% N. 
Mittel 7,209 N. 
Auf aschenfreie Substanz berechnet: 


I II Mittel 
C 44, 46% nas 44, 46% 
H . 6,77%. —— '6,77% 
N 7,55% 7,54% 7,55 9% 


B. Eigenschaften. 


Die Substanz lést sich leicht in Wasser. In anderen organi- 
schen Lésungsmitteln ist sie unléslich, sowohl in der, Kilte als 
auch in der Wirme. 


i 
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Die wasserige Lésung dieser Substanz wird weder von 
Mineralsiuren noch von organischen Séuren, mit Ausnahme 
von Phosphorwolframsiure, gefiallt. Von Metallsalzen wird sie 
ébenfalls nicht gefallt, doch geben Bleiessig und bei Ammoniak- 
zusatz auch Bleizucker einen WNiederschlag.. Von Alkohol 
dagegen wird die Lésung gefallt. Chlornatrium, Natriumsulfat 


‘und Ammoniumsulfat geben weder bei Zimmertemperatur noch 


bei Warme, bis zur Sattigung zugefiihrt, Niederschlige. 

Beim Zusatz yon Natronlauge und verdiinnter Kupfersul- 
fatlésung zeigt die Lésung eine schéne Violettfirbung. Sie 
zeigt auch eine starke Ninhydrinreaktion. 

Wenn man die wiisserige Lésung mit Kali und Kupfervitriol 
versetzt, so bekommt man eine hellblaue Fallung, welche sich 
beim Kochen nicht veriindert. Wenn man die wisserige Lésung 
mit verdiinnter Mineralsiiure erhitzt, so reduciert sie dusserst 
intensiv die Fehlingsche Lésung, sowie das Nylandersche 
Reagens. 

Um die Bedingungen festzustellen, welche fiir die Bildung 
der reducierenden Substanz am gtinstigsten sind, habe ich die 
abgewogene Substanz mit einer abgemessen Menge Salzsiiure 
bestimmter Konzentration erhitzt. Das Reduktionsvermégen 
(welches auf Traubenzucker berechnet wurde) wurde nach Bert- 
rand bestimmt. 

Folgendes sind die Resultate: 


| 
| : 
| Erhit- Reduzierende Substanz 
es ; 7 ; auf Traubenzucker 
Versuehs- | Substanz H,0" | HC zungs- bezogen 
‘ Z02 
Menge Menge acer 
nummer. ing. ec tacuny Naki vaeia ON cece 
; on aes in mg in% 
| | 
1  0,0972 aD (aa ot - 80 42,6 43,82 
2 | 0,0972 5,0 | 10,0 5,0: | 447 45,98 
3 ' 0,1945 160. 1 © 5,0 5,0 | 90,4 46,47 
| 
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C. Spaltungsproduxte. 
1. Bestimmung des hydrolytisch abspaltbaren Glukosamins. 


- 0,9169 g Substanz wurden 4 Stunden lang im Glycerindbad 
bei 110-120° unter Zusatz von 2g Zinnchloriir mit 20ccm 
konzentrierter Salzsiure erhitzt; dann wurde mit Wasser ver- 
diinnt, das Zinn durch Schwefelwasserstoff beseitigt, das Filtrat 
eingedampft, der Riickstand in Wasser gelést und auf 100 ccm 
aufgefiillt. 10ccm der Lésung dienten zur Bestimmung des 
Reduktionsvermégens (welches auf Glukosamin berechnet wurde) 
nach Bertrand. Fir die Gesamtmenge ergab sich ein Gehalt 
yon 0,2407 g Glukosamin=27,59% des aschenfreien Ausgangs- 
materials. ; 


2. Bestimmung der hydrolytisch abspaltbaren Essigséure. 


Die Spaltung und die Ermittelung der abgepaltenen Essig- 
siure gestalteten sich nach Angabe von Firth und Russo.” 

0,9456 g Substanz wurden mit 20cem konzentrierter Salz- 
siure und 2g Zinnchloriir in einem Kélbchen mit aufgesetztem 
Rickflussktthler im Glycerinbad 4 Stunden lang bei 110-120° 
erhitzt. Das obere Kihlerende war mit einer mit.konzentrierter 
Natronlauge beschickten Flasche verbunden, derart, dass ein 
Entweichen saurer Produkte ausgeschlossen war; eine Ventil- 
vorrichtung verhinderte das Zuriicksteigen der Lauge in das 
Kélbchen. Nach beendeter Zersetzung liess man erkalten, der 
Inhalt des Kélbchens und der Vorlage wurden vereinigt, Natron- 
lauge hinzugefiigt, bis Phenolphthalein eben den Eintritt alkali- 
scher Reaktion anzeigte, die Flissigkeit auf dem Wasserbade 
eingeengt, in einen Destillationskolben tbergespiilt, mit Phos- 
phorsiure angesiuert und nunmehr unter vermindertem Druck 
bei 60-70° abdestilliert. Die Vorlage war mit zwei Wasch- 
flaschen, welche mit titrierter Natronlauge beschickt waren, in 
Verbindung. Die Destillation wurde unter Nachsaugen von 


al) Ibe. 
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Wasser und Eindampfen bis zur Trockne so lange wiederholt 
(11 mal), als noch wahrnehmbare Sd&uremengen iibergingen. 
Die Titration ergab 55,7 ccm n/10 Saure, oder als Essigséiure 
berechnet, 0,3342 g=87,54 Proz. des aschenfreien Ausgangs- 
materials. 

Unter Beriicksichtigung des N-gehaltes (N=7, 55%) ergibt 
sich daraus fiir die Substanz die Relation: 


N : Essigsiure=1 : 1,15. 


d. h. je einem Stickstoffatom entsprechend hatte die neue Glukos- 
aminverbindung annéhernd einen Acetylrest aufgenommen. 


‘3. Versuch der diastatischen Spaltung. 


Die oben geschilderten’ Versuche, bei denen stets konzen- 
trierte Salzsiure verwendet wurde, bei denen aber die Dauer 
des Erhitzens und die Temperatur wechselten, fihrten zu Result- 
aten, welche sich nur durch die Annahme erkliren lassen, dass 
bei der Hydrolyse zwei reduzierende Substanzen auftreten, von 
denen die eine schon bei minutenlangem Erhitzen in Erscheinung 
tritt, bei langem Kochen aber eine Zersetzung erfahrt, die 
andere sich erst bei stundenlangen Kochen im Glycerinbad bei 
110-120° zeigt und bei dieser Temperatur widerstandsfiahiger ist. 
Nachdem diese Erkenntdis gewonnen war, habe ich die folgenden 
Untersuchung ausgefiihrt, um ‘die Frage zu lésen, ob die Sub- 
stanz auch durch Diastase gespalten wird. _ 

0,5 g Substanz wurden in 50 ccm Wasser gelést, mit 20 ccm 
5% iger Diastaselésung unter Zusatz von Toluol bei 37° im 
Brutofen verdaut. Dabei wurden gleichzeitig folgende Kontroll- 
bestimmungen vorgenommen. 

o&) Ermittelung der aus Diastaselésung allein auftretenden 
Zuckermenge. 

8) Feststellung der Tatsache, dass eine BES lange digeri- 
‘erte wasserige Lésung der gepriiften Substanz ginzlich unge- 
spalten bleibt. 

Aus den Versuchen geht hervor, dass die Substanz bei 3 
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tigiger Digestion zu etwa 7% (auf Traubenzucker bezogen) 
-abgespalten wird. 

Man muss also zu dem Schluss kommen, das bei der 
Hydrolyse zwei reduziecrende Substanzen auftreten, von denen 
die cine reduzierender Zucker sein muss, welcher sich schon 
bei minutenlangem Erhitzen oder bei der Diastasewirkung zeigt, 
und dass es sich bei der andern um das Glukosamin handelt, 
welches erst nach langem Kochen erscheint und gegen Hitze 
widerstandsfihiger ist. 


IV. DaRstELLUNG DER MurrERSsUBSTANZ DES REDU- 
ZIERENDEN KORPERS AUS OVOMUKOID DURCH 
VERDAUUNG MIT PEPSIN UND SALZSAURE. 


Das gereinigte Ovomukoid wurde in 0,33.% Salzsiure ‘gelést 
und mit reinem Pepsin ftinfzehn Tage lang unter héufigem 
Umschiitteln im Brutofen bei 37°C. verdaut. Das filtrierte 
Verdauungsprodukt wurde mit essigsaurem Blei gefallt. Es 
entstand cin gcringer Nicderschlag, welcher abfiltriert wurde. 
Das Filtrat wurde nun mit Schwefelwasscrstoff entbleit, bei 40° 
Badtemperatur eingeengt und dann mit Sublimat gefallt. Das 
Filtrat der Sublimatfaillung wurde durch Sehwefelwasserstoff 
vom gelésten Quecksilber befreit und nach dem Einengen wieder 
mit essigsaurem Blei gefillt. Nachdem man sich tiberzeugt 
hatte, dass gentigende Mengen von Blei in der Lésung waren, 
setzte man so lange Ammoniak hinzu, als noch cin Niederschlag 
entstand. Diese Bleiverbindung des sogenannten Kohlehydrates 
wurde weiter wie das Trypsinverdauungsprodukt behandelt. 
Man erhailt dann eine schneeweisse Substanz, welche in allen 
ihren: Eigenschaften mit der durch die im yorhergehenden 
geschilderte Trypsinverdauung erhaltenen tibereinstimmt. Jedoch 
gelingt hier die schliessliche Reinigung nicht, da man keine 
aschenarme Fallung in den Spaltungsprodukten des Bleinieder- 
schlages erzielen kann. Mit ciner Modification der Methode 


fiir das Verdauungsprodukt des Ovomukoides mit Pepsin bin 
ich beschiftigt. 


+ se Nico nega 


pte 
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V. DarsTELLuNG pER MUTTERSUBSTANZ DES REDU- 
ZIERENDEN KORPERS AUS OVOMUKOID DURCH 
Kocuren mir BaryTWASSER. ‘ 


Das gercingte Ovomukoid des Hiihnereics wird mit der 
Hialfte seines Gewichtes an Aetzbaryt in der entsprechenden 
Menge Wasser sechs Stunden lang gckocht. Man lisst erkalten, 
filtriert von dem Niederschlag ab, fallt den Aetzbaryt mit 
verdiinnter Schwefelsiiure aus, filtriert vom schwefelsauren Baryt 
ab und fallt mit essigsaurem Blei. Der vom Bleinicderschlag 
abfiltrierten Flissigkeit sctzt man nun so lange Ammoniak zu, 
als noch ein Niederschlag entstelit; diesen liisst man gut absetzen, 
decantiert ihn mit ammoniakhaltigem Wasser, bringt ihn auf 
ein Filter und saugt ihn mittelst der Pumpe ab. Hicrauf nimmt 
man ihn vom Filter, verteilt ihn in ammoniakalischem Wasser, 
schiittelt gut durch und filtricrt die Bleiverbindung wieder. 
Der mit Wasser ammoniakfrei gewaschene Bleiniederschlag wird 
nun mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Das Filtrat wird bei 40° 
Badtemperatur zu Syrup eingcenet, in absoluten Alkohol ein- 
gegossen und die weisse Fiillung untersucht. Dicse weisse 
Substanz wird mit absolutem Alkohol sowie Acther gewaschen 
und dann getrocknet. Sic stimmt in allen ihren Eigenschaften - 
mit der mittelst der Trypsinverdauung isolierten Verbindung 
tiberein. Aber sie ist noch schr aschenrcich, enthilt cirea 119% 
Asche und circa 79§ N, auf aschenfreie Substanz berechnet. 

Zur Entscheidung der Frage, ob dic durch alkalische, 
peptische und tryptische Spaltungen des Ovomukoides erhaltenen 
Muttersubstarizen der reduzierenden Kérper ganz identische 
Stoffe sind oder nicht, sind weitere Untersuchungen erforderlich. 


VI. PROTEINKOMPONENTE DES OVOMUKOIDES. 


Im Anschluss an die vorhergehenden Untersuchungen schien 
es mir wiinschenswert, das im Ovomukoid neben dem Kohlen- 
hydratkomplex vorkommende Protein auf seinen Gehalt an 
Aminosiuren zu untersuchen. Bei tiefgreifender Hydrolyse des 
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Ovomukoides durch Siurerni bilden sich nach Angabe von 
Abderhalden” einige Monoaminosiuren wie Leucin, Prolin, 
Phenylalanin, Asparaginséure und Glutaminséure. Er hat auch 
berichtet, dass das Ovomukoid die Millonsche Reaktion ergab. 

Wie bei der tryptischen Verdauung habe ich auch durch 
Saurehydrolyse das seidenglinzende Tyrosin dargestellt. _ 

40,0 g¢ Ovomukoid wurden mit einer Mischung von drei- 
fachem Gewicht konzentrierter Schwefelsiure und dem sechs- 
fachen Gewicht Wasser 14 Stunden am Riickflusskiihler gekocht. 
Die Flissigkeit wurde dann unter vermindertem Druck eingeengt 
und mit Bariumcarbonat bis zu schwach saurer Reaktion versetzt. 
Der so entstandene Niederschlag von schwefelsaurem Baryt 
wurde abgesaugt, wiederholt ausgbkocht und bis zum Ausbleiben 
jeder Fallung durch Phosphorwolframsiure sorgfaltig heiss 
ausgewaschen. Die Lésung wurde auf etwa 50 ccm eingedampft. 
Dabei fielen 0,4 g Tyrosin aus (1,026 des Ausgangsmaterials). 

Das Filtrat wurde mit Schwefelsdéute versetzt, bis der 
Prozentgehalt 5% H.SO, betrug, und mit Phosphorwolframsiure 
gefallt. Die weitere Behandlung fir die Isolierung und quanti- 
tative Bestimmung der basischen Spaltungsprodukte wurde nach 
dem Verfahren von A. Kossel und F. Kutscher” ausgefihrt. 
Es ergab sich folgendes: 


Gewichtsprozente des Bemerk 
gespaltenen Ovomukoides merxungen 
on. fe ae durch Paulysche 
Histidin + Reaktion nachgewiesen. 
Arginin | 0,27 als Pikrat analysiert. . 
Lysin Ur .S 


VII. MuKOIDSUBSTANZ IN DER EISACKFLUSSIGKEIT 
DER GASTROPODEN. 


Die marinen Gastropoden bergen eine Anzahl Eier in je 
eincr Kapscl. Diese Kapseln sind von ganz verschiedener 


1) HS. 44, 44, 
9) H-S. 31, 165. 
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Gestalt: Urnen, flache Dosen, die in Reihen oder Haufen 
angeordnet sind. Die von Hemifusus: tuba Gmel. sind flach, 
bikonvex, derb, in grossen Mengen in Reihen angeordnet. Sie 
werden bei uns von den Kindern als Spielzeug benutzt. 

‘Der Inhalt der Eikapseln besteht aus Laich und einer 
zihfliissigen, schwach gelblichen Masse. 

Nachdem man schon bei Schnecken und in der Hille der 
Eier von Frosch und Barsch eine Muttersubstanz des Mucins 
gefunden hat, habe. ich nunmehr eine Reihe von Versuchen 
angestellt, aus der. Eisackflissigkeit der Gastropoden die Mucin- 
oder Mukoidsubstanz darzustellen.. 


A. Darstellung des Materials. 


11763 g Eisackflissigkeit aus 9351 Eikapseln von Hentcere 
tuba Gmel. wurden mit der gleichen Menge Wasser verdiinnt 
und unter Zusatz einer kleinen Menge von Essigsiurelésung 
bis zu schwach saurer Reaktion in siedendes Wasser elngegossen 
und weiter gekocht, bis man ein klares Filtrat bekam. Das 
Filtrat wurde zum Syrup eingeengt und in absoluten Alkchol 
eingegossen, die entstandene weisse Fallung mit absolutem 
Alkohol und Aether gewaschen und getrocknet. Sie-wog' 99,0 g. 

B. Eigenschaften. 

Sie fallt aus der Lésung beim Kochen und durch Einwirkung 
von vielen eiweissfallenden Kérpern nicht aus. Sie wird durch 
Mineral-, organische Sauren, Metallsalze, Chlornatrium, schwe- 
felsaures Natrium und Ammonium nicht gefallt; nur durch 
Alkohol,  Tannin,.- Phosphorwolframsiure, Bleiessig und Blei- 
acetat, besser bei Zugabe von Ammoniak, kann man sie aus 
ihren Lésungen erhalten. a 

' Thre wisserige Lésung gibt ‘positive -Biuret-, ahora 
und Millonsche Reaktion. Ziehen wir weiter die Tatsache in 
Betracht, dass die Substanz auch die Reaktion von Voisenet 
positiv ergibt, so hatten wir das Tryptophan als Baustein dieses 
Kérpers anzunehmen. 


16 Y. Komori: 


Sie hat kein Reduktionsvermégen. Wird sie aber mit 
Mineralsiure erhitzt, so reduziert sie Kupferoxydhydrat in 
alkalischer Flissigkeit. So stimmt die Substanz mit dem 
Ovomukoid in allen Eigenschaften tberein. 


C. Elementaranalyse. 


1. Asche. 

0,1868 g gaben 0,0327 g feuerbestiindiger Asche, 
entsprechend 17,509 Asche. 

0,0666 g gaben 0,0120 g feuerbestindiger Asche, ° 
entsprechend 18,019 Asche. 
Mittel 17,75% Asche. 

2. Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl. 

0,1122 g Substanz verbrauchten 5,3 ccm n/10-H,SO,, entsprechend_ 
6,619% N, auf aschenfreie Substanz berechnet 8,06% N. 
0,0970 g Substanz verbrauchten 4,6 ccm n/i0-H,SO,, entsprechend 
6,636 N, auf aschenfreie Substanz berechnet: 8,10%. 
Mittel 8,08% N. 

Vergleicht man damit einen bereits von verschiedenen. 
Autoren publizierten Stickstoffwert des Ovomukoides, so ist es 
héchst auffallend, dass der Stickstoffgehalt meiner Substanz 
betrachtlich hinter dem Gehalt des Ovomukoides an Stickstoff 
zurickbleibt, obwohl beide Substanzen in allen Eigenschaften 
und in den unten geschilderten Spaltungsprodukten identisch 
sind. 


D. Spaltungsprodukte. 


1. Bestimmung der hydrolytisch abspaltbaren 
reduaerenden Substanz. 


Um die reduzierende Substanz zu bestimmen, wurde eine 
abgewogene Menge Salzsiure bestimmtér Konzentration, eventuell 
unter Zusatz von Zinnchloriir verschieden lange erhitzt, entweder 
auf freier Flamme oder im Glycerinbad, Fir die Bestimmung 
des Reduktionsvermégens diente das Filtrat nach Bertrand. 
Die Bestimmungen liessen sich ohne jede Schwierigkeit aus- 
fiihren, ebenso glatt wie in einer reinen Zuckerlésung. Von 
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der grossen Anzahl der Spaltungsversuche, die ausgefithrt sind, 
lasse ich hier einige folgen. 


; Reduzierende Substanz 
Substanz |} Wasser |cone. HCl.| Erhitzungs-| auf Traubenzucker 


: dauer bezogen 
in g in ccm | in ccm in Min. oe ee in % 
a 0,1826 20 0 5 0 0 
2 0,0913 10 2,5 5 16,3 17,95 
3 0,0913 10 2,5 1 16,3 17,95 
4 0,0913 | 10 5,0 i 27,7 30,39 
5 0,0913 10 10,0 5 25,1 97,52 
6 0,0913 10 20,0 5 21,9 24,07 
th 0,0913 10 20,0 10 18,9 20,68 
8 0,9950 50 50,0 15° 251,2 25,25 


Man sieht, dass der Gehalt an reduzierender Substanz 
zwischen 17,959 und 27,529, in einem Fall sogar 30,3%, 
schwankt. Diese Zahlen stehen ungefiihr mit den yon Pavy” 
als Gehalt des Ovomukoides an reduzierender Substanz gegebenen 
im Einklang. 


2. Darstellung von salzsaurem Glukosamin. 


0,99¢ Substanz wurden mit 100cem 12% iger Salzsiiure 
unter Zusatz von 2¢ Zinnchlortir 15 Minuten lang im Glycerin- 
bad bei 120° erhitzt. Das geléste Zinn wurde durch Schwefel- 
wasserstoff beseitigt und das Filtrat auf Wasserbad zum Syrup 
eingedampft und im Exsiccator stehen gclassen, Hierbci fielen 
0,116 ¢ Glukosaminchlorhydrat aus. 


3. Bestimmung der hydrolytisch abspaltbaren Essigscure. 


Die Spaltung und dic Ermittlung der abgespaltencn Essig- 
siure gestalteten sich nach Angabe yon Firth und Russo” 


1) Citiert in Bioch. Z. 1,115. 
2) ic. 
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Aus 0,9097 g Substanz ergab die Titration 63,9c¢m n/10 
Saure, oder als Essigsiure berechnet, 0,3834 ¢ =42,14%, auf 
aschenfreie Substanz berechnet, 51,24 Proz. Essigsiure entspre- 
chend. 


4. Darstellung der Muttersubstanz des reduzierenden 
Kérpers durch Trypsinverdaunng. 


Mit 40g der aus Eisackfliissigkeit von Hemifusus tuba 
Gmel. dargestellten Mukoidsubstanz wurden 500cem 2 Proz. 
Trypsinlésung nebst Toluol vermischt und das Ganze bei sehr 
schwach ammoniakalisher Reaktion 100 Tage lang im Brutofen 
verdaut. Die Isolierung der gesuchten Substanz wurde genau 
so wie die des im vorhergehenden geschilderten Trypsinver- 
dauungsproduktes des Ovomukoides ausgefiihrt. Die Ausbeute 
betrug 3,5 g. 

In allen ihren Eigenschaften, z. oe in der Léslichkeit, in 
der Farben--und Fallungsreaktion und im Verhalten des Reduk- 
tionsvermégens, stimmt sie mit dem aus Ovomukoid erhaltenen 
Spaltungsprodukt tiberein. 

Der Gehalt an Aschen war 4,67%, der Hauptteil derselben. 
bestand aus Alkalien, welchen Spuren von . nol S, P, Ca und 
Mg beigemengt waren: 

Nach Kjeldahl wurde der Stickstoffgehalt bestimmt, Er 
war als aschenfreie Substanz berechnet, 8,72%. 

0,1076 g Substanz verbrauchten 6,3 ccm n/10-H,SO,, 
entsprechend 8,10% N. 

0,1342 g Substanz verbrauchten 8,1 ccm n/10-H,SO,, 
entsprechend 8,45% N. 

Durch Saurespaltung ergab das Praeparat nach dem Ver- 
fahren von Firth und Russo” anndhernd 66 Proz. Essigsiure 
und 13 Proz. Glukosamin. Unter Beriicksichtigung des N- 
Gehaltes (N=8 12.96 ) und des Glukosamingehaltes (=13 Proz.) 
dirfte noch eine andere Stickstoff verbindung ausser Glukosamin 
im Molektl vorkommen. 


ID) BIB Ce 
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Wie bei dem durch Trypsinverdauung des Ovomukoides 
isolierten Acetylaminopolysaccharid kann man hier auch an- 
nehmen, dass es in den Mukoidsubstanzen der Hisackfliissigkeit 
von Hemifusus tuba Gmel. neben der in Molekiil der Mukoid- 
substanz fest gebundenen Atomgruppe ein an Mukoid locker 
angefiigtes reduzierendes Kohlehydrat gibt, welches sich bei 
kurzem Erhitzen mit Sdéuren sehr leicht abspaltet. Die Befunde 
sind in den nachstehenden Tabellen verzeichnet. 


| | Reducierende Substanz 
Substanz Wasser conc. HCl. Erhitzungs-| © auf Traubenzucker 
or. ; __dauer bezogen 
in g _ in ecm | in cem | in Min. ares an & 
1 | 0,068 , 10 2,5 1 29,0 45,78 
ae Te # 2,5 5 36,8 57,97 
3 Es a, 5,0, 5 32,7 51,46 
ds ile Aaa bates 10,0 5 32,7 51,46 
ae - - 20,0 | 5 29,0 45,78 
ae s 20,0 | 10 97,7 43,72 
7 as aa Q «} 5 0 0 


Man sieht, dass das Reduktionsvermégen in einem Falle 
sogar 57,99% erreicht hat, und dass diese reduzierende Substanz 
bei weiterem Kochen oder bei vermehrter Konzentration der 
Salzsiure eine Zersetzung erfihrt. 


5. Trennung der Aminosturen durch Stéurehydrolyse. 


40,0 g¢ der aus Hisackfliissigkeit von Hemifusus tuba Gmel. 
dargestellten Mukoidsubstanz wurden mit einer Mischung von 
dreifachem Gewicht konzentrierter Schwefelsiure und dem sechs- 
fachen Gewicht Wasser in bekannter Weise hydrolysiert. Als 
Monoaminoséure wurden nur Tyrosin und Leucin isoliert. Fir 
die quantitative Bestimmung der Hexonbasen ‘wurde das Ver- 
fahren von A. Kossel und F. Kutscher” angewandt, Es 
ergab sich folgendes: 


i) le Ge 
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Menge der Aminosaure 
————— Bemerkungen 
ing TOG, 

Tyrosin 0,02 0,10 durch N-Bestimmung identifiziert 
Leucin 1,90 9,50 oF 
Histidin 0 0 
Arginin 0,22 0,55 als Pikrat analysiert 
Lysin 0,09 0,22 PF 


ZUR KENNTNIS DER VERGLEICHENDEN BIOCHEMIE. 


II. Uber das Verhalten der aromatischen Fettsauren 
und des Pyridins im Organismus der niederen Tiere. 


Von 


Y. KOMORI, Y. SENDJU, J. SAGARA unp M. TAKAMATSU. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut zu Nagasaki, 
Direktor - Prof. M. Tomita.) 

(Eingegangen am 15. Dezember 1925) 


In Ansehung dessen, dass die Organisationsanlage bei den 
verschiedenen tierischen Organismen sich jewcils als cine be- 
sondere erweist, sind auch dic Wege, dic zur Erzielung der 
einzelnen, fiir den Betrieb notwendigen Vorginge bei den 
verschiedenen Organismen eingeschlagen werden, nicht stets 
dieselben. So erfolgt z. B. bei den verschiedenen Tieren die 
Entfernung tberschtissiger und schidlicher Stoffe auf ungleich- 
artigen Wegen. 

Wahrend bei der Fiittcrung von Séugeticren mit Benzoe- 
siure oder Phenylessigsiiure bekanntlich Hippursiure — oder 
Phenacetursiure im Harn ausgeschieden werden, verwandeln 
sie sich dagegen bei Hitthnern in Ornithursiéure oder Diphenyl- 
acetylornithin.” 

In diesem Zusammenhange sei auch der Methylicrung im 
tierischen Organismus gedacht. Das verftitterte Pyridin wird 
beim Hunde in Form von Methylpyridylammoniumhydroxyd 
reichlich im Harn ausgeschieden, wiihrend dasselbe nach. der 
Entdeckung von M. Tomita” unter gleichen Bedingungen 
beim Kaninchen in ganz geringem Grade im Harne erscheint. 
Es schien uns nun von Interesse, typische, in den Geweben, 


1) M. Jaffé, Ber. d. Deutsch. chem. Gesell. 10. 1925, 
G..Totani, Z. f. physiol. Chem., 68. 75. 
E. Salkowski u. H. Salkowski, Z. f. physiol. Chem. 7. 161. 
2) M. Tomita, Bioch. Z. 116. 48. 
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— und womédglich in ganz bestimmten Geweben, — verlaufende 
chemische Umsetzungen ganz bestimmter Art bei verschiedenen 
Tierspezies zu untersuchen und.diese Differenzierungen mit den 
morphologischen Verschiedenheiten zu vergleichen. Von diesen 
Gesichtspunkten ausgehend, haben wir zundchst die Umsetzung 
der aromatischen Fettsiuren und des Pyridins im Organismus 
des Frosches und der Schildkréte verfolgt. 


A. User pas VERHALTEN DER BENZOESAURE, PHENYLES- 
SIGSAURE UND PHENYLPROPIONSAURE IM ORGANISMUS 
DES F'ROSCHES. 


Bunge und Schmiedeberg” stellten zum erstenmal fest, 
dass die Benzoesiure im Organismus des Frosches in Hippur- 
siure verwandelt wird. Wir konnten diesen Befund durch die 
Feststellung erweitern, dass nach Eingabe von Benzoesiéure, 
Phenylessigsiure und Phenylpropionséure die entsprechenden 
Glykokollverbindungen im Harn des Frosches auftreten. 


I. Fiitterung von Benzoescure. 


Um den Harn ohne Verlust zu erhalten, wurde zuerst den 
Fréschen die Haut um den Anus mit einem Faden abgebunden 
und je 0,02-0,04 g Benzoecsiure als Natriumsalz in 10% iger 
Lésung subcutan injiziert. Der Harn wurde mit Natriumkar- 
bonat schwach alkalisch gemacht und dann zu Sirup eingedampft 
und dieser dreimal mit heissem Alkohol extrahiert. Der nach 
Abdampfen des Alkohols erhaltene Riickstand wurde in wenig 
Wasser aufgenommen, die wisserige Lésung ‘mit Schwefelsiure 
angesiuert und mit Essigither gut geschiittelt. Der Essig- 
itherauszug wurde unter vermindertem Druck bei 40°C. nicht 
tibersteigender Temperatur eingedampft, der Riickstand in der 
Reibschale zerrieben und dann mit Ather ausgekocht. Der in 
Ather unlésliche Riickstand wurde in Wasser aufgenommen 
und die wiasserige Lésung mit Tierkohle entfairbt. Beim Ein- 


1) Archiv. f. exper. Pathol. u. Pharmakol. 6, 233, 
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engen der wiisserigen Lésung schied sich die Hippursiure als 
schneeweisses Pulver ab. Ihr Schmelzpunkt liegt bei 185°C. 
Im ganzen wurden 13,6g Benz®esiure verfiittert und die 
gewonnene Hippursdure betrug 2,82 g. 
0,1104 g Substanz, nach Kj eldahl verbrannt, verbrauchten 
6,2. ccm n/10-H.SO,. 
Ber. fiir CoH NO; : 7,829 N; ‘Gef. 7,86% N. 


2. Fiitterung von Phenylessigscure. 


Die reine Phenylessigsiiure wurde den Fréschen als Natrium- 
salz in Dosen von 0,008-0,016g per Kopf in Wasser gelést 
subcutan eingegeben. Die einzelnen, nach der Eingabe von 
Phenylessigsiure entleerten Harnportionen wurden vereinigt und 
auf folgende Weise verarbeitet: Der Harn wurde eingedampft 
und mit Alkohol ausgezogen, der alkoholische Auszug verdun- 
stet, mit Schwefelsiure stark angesiuert und wiederholt mit 
alkoholhaltigem Ather geschiittelt, der atherische Anszug abde- 
stilliert. -Der Riickstand wurde mit Kalkmilch erwirmt, der 
iiberschiissige Kalk durch Kohlensaure entfernt, das Filtrat mit 
Kohle entfarbt und zur Krystallisation eingedampft. Aus dem 

Calciumsalz wurde die Sdure durch Salzsiure abgeschieden, 
alsdann durch mehrmaliges Umkrystallisieren aus heissem 
Wasser gereinigt. 

Die so gereinigte Siure ist in Wasser schwer léslich, in 
heissem Wasser leichter als in kaltem. Sie lést sich leicht in 
Alkohol, sehr schwer in reinem Ather; ihr Schmelzpunkt hegt 
bei 143°C. 

Zur Analyse diente das Kalksalz. 

1) 0,2014g Substanz, nach Kjehldahl verbrannt, ver- 

brauchten 8,6 cc n/10 H:SO,, entsprechend 5,979¢ N. 

2) 0,2598 g Substanz verloren bei 140° 0,0196 ¢ Wasser= 

7,54%. 

Berechnet Gefunden: 
fur (Cio HioN O3\2Ca-2H2O 

N 6,08.% 5,97.% 
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H:.0 7,839 7,54.%. 
3) 0,2402 g bei 140° getrocknet gaben 0,0835g CaO =9,95,%Ca 
Berechnet Gefunden: 
fiir (CioHioNOs)2Ca. 
Ca 9,438 % 9,95.%. 


3. Fiitterung von Phenylpropionsiure. . 


1051 Frésche erhielten je 0,01 g Phenylpropionsaure als 
Natriumsalz in 2,5% iger Lésung subcutan eingespritzt. Die 
Menge des 24stiindigen Harns betrug 5998cem. Der mit 
kohlensaurem Natrium alkalisch gemachte Harn wurde einge- 
dampft und mit Alkohol ausgezogen, der alkoholische Auszug 
verdunstet, mit Salzsiure stark angesiuert und wiederholt mit 
Essigaither ausgeschiittelt. Der Essigiitherauszug wurde vom 
Ester durch Destillation befreit, der Riickstand in wenig Wasser 
aufgenommen und die wiasserige Lésung mit Petrolither extra- 
hiert, welcher die Benzoesiure leicht aufnahm. 

Aus der mit Tierkohle entfarbten wiisserigen Lésung schie- 
den sich allmahlich 1,372 g gut krystallisierte Hippursiure ab. 

0,1761 ¢ Substanz, nach Kjehldahl verbrannt, verbrauchten 

9,8 cem n/10-H.SO,. 
Ber. fiir CyH»NO;: 7,82% N; Gef. 7,839¢ N. 


B. User pas VERHALTEN DER BENZOESAURE IM 
ORGANISMUS DER SCHILDKROTE. 


Lange bekannt ist die Tatsache, dass von den Reptillien 
die Schlangen als Hauptprodukt des Eiweissstoffwechsels Harn- 
siure ausscheiden.” 

Die tiber Harn von Schildkréten in der Literatur sich 
vorfindenden Angaben: stimmen sehr wenig unter einander 
tiberein. Harnséure wurde von einer Reihe yon Beobachtern 
darin gefunden, bei Tetsudo nigra aber von Joh. Miller und 
Magnus vermisst. In gleicher Weise schwanken die Angaben 


1) Vanqueln, Ann. chim. phys. 12, 440 (1823) . 
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tiber das Vorhandensein von Hippursiure. H. Schiff, nicht 
aber Miiller, Magnus und Marchand”, beobachtete in einem 
Harn von Testudo tubulata Hippursiure. Es schien uns daher 
erwiinscht, die Frage zu lésen, welches Verhalten der Organismus 
der Schildkréte der. einverleibten Benzoesiure gegentiber zeigt. 

32 Schildkréten wurde zuerst die Haut um den Anus mit 
emem Faden abgebunden, um den Harn ohne Verlust zu 
erhalten, und dann je 0,35g¢ Benzoesiure als Natriumsalz in 
20% iger Lésung subcutan injiziert. Die Menge des 24stiindigen 
Harns betrug 2106cem. Der Harn wurde zu diinnem Sirup 
eingedampft, dieser zweimal mit 949 igem Alkohol in Warme 
extrahiert. Der nach Abdampfen des Alkohols erhaltene Riick- 
stand wurde in wenig Wasser aufgenommen, die wiisserige 
Lésung mit Salzsiiure angesiuert und wiederholt mit Essigither 
ausgeschiittelt. Die essigitherische Lésung wurde hierauf ab- 
gedampft, der Riickstand in wenig Wasser aufgenommen und 
mit Petrolither geschtittelt. Aus der mit Tierkohle entfirbten 
wisserigen Lésung konnten 0,073 g reine Hippursiiure gewonnen 
werden, wiihrend aus dem Batretitheracss te im Ganzen 2,2967 ¢ 
Benzoesiiure isoliertg wurden. Zur Analyse wurde die Hippur- 
siure im Exsiccator bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

0,0730 g Substanz, nach Kjeldahl verbrannt, verbrauchten 

4,1 com n/10-H2SO,. 
Ber. fiir CsH»NO;: 7,82% N; Gef. 7,86% N. 


C. Usrr pas VERHALTEN DES PyrRIDINS IM 
ORGANISMUS DER SCHILDKROTE. 


Seit der Feststellung von W. His”; wonach verabfolgtes 
Pyridin als Methylpyridylammoniumhydroxyd zur Ausscheidung 
gelangt, ist das Verhalten des Pyridins von mehreren , Autoren 
bei verschiedenen tierischen Organismen studiert worden, ee, 
Mayeda und M. Ogata” haben festgestellt, dass von den Kalt- 


1) H. Schiff, Liebigs Ann. 111, 368 (1859). 
2) His, Archiy. f. exper. Pathol. u. Pharmakol. 22, 253. 
3) K. Mayeda u. M. Ogata, Zcitsch. f. physiol. Chem. 89, 252. 
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bliitern der Organismus des Frosches befihigt ist, die Methy- 
lierung des zugeftihrten Pyridins auszufiihren. Logischerweise 
miisste dasselbe Verhalten dann auch bei dem Organismus der 
Reptilien angenommen werden. Es gelang uns nun in der Tat, 
die Methylierung des Pyridins im Organismus der Schildkréte 
nachzuweisen. ; 

51 Schildkréten erhielten je 0,17 g Pyridin als essigsaures 
Salz in 10% iger Lésung subcutan injiziert. Der Harn wurde 
genau nach Angabe von M. Tomita” auf Methylpyridyl- 
ammoniumhydroxyd verarbeitet. Aus 1531ccm Harn, den die 
Tiere 24 Stunden nach der Pyridininjektion geliefert hatten, 
wurden dargestellt 0,2475 g Platinchloriddoppelsalz. 

0,1422 ¢ Substanz gaben 0,0469 ¢ Pt=32,98% Pt. 

Berechnet fiir (C;H;NHCl), Pt Ch: 382,74%; Gefunden: 
32,98,.%. 


1) M. Tomita, Bioch. Zeits. 116. 


UBER DAS VORKOMMEN DER AMINOSAURE 
IN DER GALLE DER CHOLEDOCHUSCYSTE. 


Von 


TOMOHIRO TAKAKI. 
(Aus der chirurgischen’ Klinik und dem medizinisch-chemischen 
Institut zu Nagasaki. Direktor : Prof. M. Tomita.) 
(Eingegangen am 15. Dezember 1925) 


Trotz der zentralen Stellung, die der Leber. als grésstem 
driisigen Organe im Stoffwechsel der Wirbeltiere zukommt, und 
trotz des hohen Interesses, das die Galle als. Sekret derselben 
fir sich in Anspruch nehmen darf, liegen hinsichtlich der 
pathologischen Gallenverinderungen auffallend wenige Angaben 
vor. Wahrend Aminosiuren, wie bekannt, im normalen Zu- 
stande in der Galle nicht auftreten, kommen sie dagegen bei 
Phosphorvergiftung und akuter gelber Leberatrophie vor.” 

Der Umstand, dass Leucin und Tyrosin sehr leicht bei der 
Autolyse von eiveisshaltigen Substanzen gebildet werden, legt 
die Frage nahe, ob dieselben nicht auch bei der Gallenstagnation 
als Spaltungsprodukte der Eiweisskérper zum Vorschein kommen. 
Es ist mir gegltickt, gelegentlich einer Operation der Choledo- 
chuscyste reichliche Mengen von stagnierender Galle zu erhalten 
und daraus verschiedene Aminosiuren zu isolieren. 

1500 ccm der aus einer spontanen Choledochuscyste eines 1 
jahrigen Kindes erhaltenen Galle wurden im Wasserbad ein- 
geengt und mit Essigsiiure ganz schwach angesiuert. Nach 
dem Kochen wurde der entstandene Niederschlag abfiltriert, 
mit Bleiessig gefaillt und das Filtrat durch Schwefelsiure entbleit. 
Hierauf wurde das Filtrat stark eingeengt, mit Schwefelsiiure — 
bis zu einem Gehalt von 5% versetzt und mit Phosphorwolfram- 
siure ausgefillt. 


1) Sotnitschewsky, Z. f. physiol. Chemie. 3, 391. 
Bauer, Z. f. Biol. 7, 63. 
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A. Der abgesaugte Niederschlag wurde mit Baryt zerlegt, 
das Filtrat durch Kohlensiure vom Baryt befreit und im 
Wasserbad stark eingedampft. Die regenerierte Basenlésung 
wurde dann mit Silber und Baryt aufgeteilt. Der Silber- 
Barytniederschlag wurde nach Kossel und Kutscher” auf 
Histidin und Arginin bearbeitet. Aus der Argininfraktion 
konnte ich das schéne, goldgelbe Pikrat erhalten (0,18 g), welches 
‘lange seidenglinzende Nadeln darstellte und. bei 205° schmolz. 

Das Filtrat von der Silber-Barytfallung wurde mit Schwefel- 
siure angesiuert, durch Schwefelwasserstoff vom Silber befreit, 
filtriert, im Wasserbade stark eingedampft und bei schwefelsaurer 
Reaktion mit Phosphorwolframsiure ausgefaillt. Der Nieder- 
schlag wurde in einer Reibschale mit Baryt zerrieben, filtriert, 
durch Kohlensiure vom tiberschiissigen Baryt befreit und das 
Filtrat vom Bariumkarbonat zur Trockne verdampft. 

Der Riickstand wurde mit Alkohol erschépft, und aus der 
alkoholischen Lésung wurde das Lysin unter “Zusatz einer 
alkoholischen Pikrinsiurelésung als Pikrat isoliert (0,069 g). 
Das aus Wasser umkrystallisierte Praéparat explodierte bei 252°. 

B. Aus dem Filtrat der Basenphosphorwolframate wurden 
Schwefelsiure und Phosphorwolframséure mit Baryt entfernt. 
Das alkalische Filtrat wurde nun durch Kohlensiiure vom Baryt 
befreit, die salzfreie Liésung bis auf ein kleines Volumen ein- 
geengt und endlich an einem kiihlen Orte zur Krystallisation 
stehen gelassen. Nach einigen Tagen konnte man farblose, 
seidenglinzende Krystalle erkennen, die bei der mikroskopischen 
Untersuchung das charakteristische Aussehen der Tyrosinkry- 
stalle darboten. Die Krystalle gaben beim Kochen mit Millon’s 
Reagens die fiir das Tyrosin charakteristische rosarote Farbung. 
Nachdem das Tyrosin entfernt war, fielen bei weiterem Einengen 
noch. Krystalle aus (0,43 g), welche aus kérnigen, runden, 
einzelnen und zuweilen zusammengesetzten Kiigelchen  be- 
standen. Die Analyse ergab einen Wert, der mit dem von 
Leucin gut ibereinstimmt. . 


1) Kosselu. Kutscher, Z. f. physiol. Chemie. 31, 165. . 
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0,1472 g Substanz verbrauchten 11,2cem n/10 H-SO.. 

Berechnet fiir C;HO.N : 10,6996 N; Gef. 10,652 N. 

Die Mengen der aus 1500 ccm der stagnierenden Galle der 
Choledochuscyste isolierten Aminosiiuren sind im folgenden 
zusammengestellt. 
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ON THE SYNTHESIS OF THE PHOSPHORIC ACID 
ESTERS, I. 


Part I. Synthesis of some Hexose Monophosphoric Acid — 
Esters and their Behavior toward Yeast. 


By 


Rk. NODZU. 
(From the Laboratory of Organic- and Bio-Chemistry, College of Science, 
Kyoto Imp. Univ. Director: Prof. S. Komatsu.) 
(Received for Publication, December 23, 1925.) 


The purpose of the investigations of these series was 
developed in the previous publication by Prof. S. Komatsu 
and the present writer (1924), dealing with the synthesis of 
several glucose monophosphoric acid esters having the inorganic 
radical in known position in their molecules and the study of 
their’ behavior toward yeast and yeast preparations. To the 
writer’s interest, glucose-3-phosphoric acid ester, similar to the 
other phosphoric acid esters, was not fermented by living yeast 
as the zymophosphate, as noted by Ivanov (1909), and others, 
but the first ester, unlike others, was fermented by zymin 
practically at the same rate as the glucose itself, and behaved 
toward washed zymin like’ Harden’s co-enzyme. These facts 
indicate that the position of the phosphoric acid radical in this 
ester would play an important part in its characteristic behavior 
toward yeast preparations. i 

On the other hand, two fructose sranoptionitiorle acid esters 
were obtained by Neuberg and his colleagues (1911, 1918), 
from fructose diphosphoric acid and from sucrose monophosphoric 
acid by partial hydrolysis, and one of these prepared by the 
former method was slowly fermented by living yeast, but the 
other fermented briskly. These fructose monophosphoric acid 
esters differ, in this respect, from our glucose monophosphoric 
acid esters, and also from the hexose monophosphoric acid 


ol 
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esters isolated by Harden and Robison (1914, 1922) from 
yeast juice. 

_ Is the difference in the behavior of these hexose phosphoric 
_ acid esters toward yeast and yeast preparations, due to that of 
the configuration of hexose rest, or of the position of the 
phosphoric acid radical in the molecule of these esters? To 
obtain insight into this question, the present work was under- 
taken by the writer, which deals with the synthesis of some 
fructose monophosphoric acid esters and also with the comparative 
study of the behavior toward yeast, ahd zymin wath glucose- o- 
or -4-phosphoric acid ester. 


SYNTHESIS. 


I. Gtucosr-3- or 4-PHospHoriIc Acip Ester. 


In the previous experiment, this substance was obtained by 
‘partial hydrolysis of diacetone glucose-3-phosphoric acid ester 
which was prepared from diacetone glucose by the-action of 
phesphorus oxychloride, following Levene and Meyer’s direc- 
tion (1921). Although our sample of the barium salt of diacetone- 
3-phosphoric acid agrees in the analytical results with the 
_ theoretical value, it was rather similar in its properties to those 
of monoacetone glucose-3-phosphoric acid which was obtained 
by Levene and Meyer (1921) as a byproduct in the preparation 
of diacetone glucose-3-phosphoric acid ester. This discrepancy 
in the chemical properties has been left without an explanation 
owing to lack of material for investigation. According’ to 
Levene and Meyer (1922, 1), however, the diacetone and the 
monoacetone glucose phosphoric acid esters which were obtained 
simultaneously from diacetone glucose by the direct action of 
phosphorus oxychloride, have their phosphoric acid radicals in 
a similar position, 3 in their molecules and as a consequence, 
the same glucose-3-phosphoric acid ester should have been 
obtained from cither of these acetone glucose-3-phosphoric acid 
esters by partial hydrolysis. 
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Now the present writer has actually synthesised diacetone 
glucose-3-phosphoric acid ester in a somewhat modified manner 
from that described in the previous article, and the result 
yields the same glucose phosphoric acid ‘ester as that prepared _ 
previously. 


_ (a) Dhiacetone glucose-3- or 4-phosphoric acid ester. 


The diacetone glucose employed in this preparation was 
obtained from cane sugar by the action of acetone and sulphuric 
acid following Ohle’s method (1924): But the separation of 
diacetone glucose from a mixture of diacetone hexoses was 
somewhat tedious, and the following process is recommended 
by the present writer: 60 gm. of the mixture were shaken 
with 300 cc. of water, and filtered,* and the insoluble residue 
was washed again with 100 cc. of water. and then recrystallised 
from a mixture of ether and petroleum benzine. The yield of 
pure diacetone glucose was about 17 gm. and its physical pro- 
perties were as follows: M.P. 109-110°, [#]7=-18.°6. 

10 gm. of the diacetone glucose were dissolved in 80 ce. 
of dry pyridine, cooled to —15°, and 5.4 gm.. of phosphorus 
oxychloride dissolyed in 20 cc. of dry pyridine, were added in 
small portions under constant stirring, keeping the temperature 
of the reacting mixture under -10°. After allof the phosphorus 
oxychloride solution had been added, the reaction mixture was 
kept at -10° for three hours and then cooled again to -15° and 
about 30 cc. of moist pyridine were added in such small portions 
that the temperature would not ‘rise above -10°. This was 
followed by dilution with ice water. The reaction product 
was now allowed to come to room temperature and a small 
excess of barium hydroxide was added and carbon dioxide was 
passed. The pyridine in the solution was then removed by 
distillation under diminished pressure and low - temperature. 
The concentrated solution freed from pyridine was made slightly 
acidic with dilute sulphuric acid, kneaded ‘with silver carbonate 
"- *The filtrate was used for preparation of diacetone fructose. 
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to remove the chlorine ion and filtered. The filtrate was 
treated with hydrogen sulphide and the resulting precipitate 
was removed by filtration. After removing the hydrogen sul- 
phide by a current of air, the solution was made alkaline with 
barium hydroxide. The excess of barium hydroxide was re- 
moved by means of carbon dioxide and the filtrate separated 
from barium carbonate was evaporated to dryness under dimini- 
shed pressure. The residue which would contain the barium 
salt of diacetone glucose phosphoric acid and unchanged diacetone 
glucose, was treated several times with ether to remove the 
latter substance from the former and the insoluble residue wag 
dissolved in 90 per cent alcohol. The alcoholic ‘solution was* 
allowed to evaporate to dryness and the dried mass redissolved 
in a small quantity of water and again allowed to evaporate to 
dryness. The substance, thus obtained, was a white crystalline 
aggregate, and did not reduce Fehling’s solution until after 
being hydrolysed with acid. The yield was about 4 gm. 
This substance was dried at. 100° in vacuo. on phosphorus 
- pentoxide and analysed for a barium salt of diacetone glucose 
phosphoric acid. 
0.3008 gm. of air dried substance gave 0.0305 gm. of weight loss at 100° 
0.2688 gm. of substance gave ; 
0.1253 gm. of BaSO, and 0.0618 gm. of Mg,P.O;. 
0.1874 gm. of substance gave 
0.0834 gm. of H,O and 0.2113 gm. of CO,. 
Found ©=30.75, H=4.98, P=6.41, Ba=27.43, H.O=10.14, 
Calculated for C,,H,,0,PO3Ba, C=30.29, H=4.00, P=6.53, Ba=28.89, 
Calculated for C,.H,,0,PO;Ba, 3H,0, H,0=10.20. 
The optical rotatory power in water was: 
—0.07 x 100 


2 ae ee eee OCR 
(O13 = 9048 x2 ug 


The ethereal solution mentioned above, contains the barium 
salt of the phosphoric acid ester and some diacctone glucose and 
the former was ‘precipitated by pouring it into a large volume 
of petroleum benzine. The preciptate was redissolved in ether 
ang reprecipitated with pétroleum benzine, and to get the barium 
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salt free from diacetone glucose this process was repeated several 
times. The substance, thus obtained, was dried under reduced 
pressure at the temperature of water vapour, and analysed for 
a barium salt of diacetone glucose phosphoric acid: 

0.2664 gm. of substance gave © 

0.0961 gm. of BaSO, and 0.0638 gm. of Mg.P.0;. 
0.1713 gm. of substance gave 
_ 0.0692 gm. of H,O and 0.2111 gm. of CO,. 
_ Found (Calculated Ba—free), C=42.64, H=5.74, P=8.47, (Ba=21.22) 
Calcurated for C,.H,,0,PO3;H,, C=42.25, H=6.18, P=9.10 
(Calculated for C,.Hi,0.PO3Ba, Ba=28.89) 


The specific rotatory power in the aqueous solution was: 
=0.09%100 5g 
0.8644 x 2 

Thus, when the barium content of this decreases, it becomes 
much more soluble in ether. | 

The properties of the barium salt of this ester are prac- 
tically equal to those of Levene and Meyer’s diacetone 
glucose-3-phosphoric acid ester (1921). 


[x}7°= 


(b) Glucose-3- or 4-phosphoric acid ester. 


The removal of the acetone groups from the diacetone 
glucose-3- or 4-phosphoric acid ester was carried out in a manner 
similar to that described previously. 10 gm. of the barium salt 
of diacetone glucose-3- or 4-phosphoric acid by partial hydrolysis 
with 0.4 N. sulphuric acid yielded 6.5 gm. of the barium salt 
of glucose-3- or 4-phosphoric acid. This resulting ester had prac- 
tically the same properties as described in the previous report. 

_ The analytical results of this salt dried at 78° in vacuo 
were as follows: 
0.3108 gm. of substance gave 
0.1737 gm. of BaSO, and 0.0817 gm. of Mg,P,0;. 
0.1790 gm. of substance gave 
0.0570 gm. of H,O and .0.1247 gm. of CO. 
Found (Calculated Ba-free) C=28.04, H=5.24, P=10.64. 
Calculated for C;H,,0,PO;H., C=27.69, H=5.03, P=11.94. 
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The specific rotatory power in water, one hour after solution, was: 


+0.62 x 100 
22 = = = 80),°7. 
Co}s 1.008 x 2 Sas 


The position of the phosphoric acid radical in the molecule 
of this glucose phosphoric acid ester, had been assigned by us 
to the carbon atom 3, adopting the structural formula (I) for 
-diacetone glucose which has been advocated by P. Karrer and 
O. Hirwitz, (1921) K. Freundenberg and O. Ivers, (1922) 
P. Levene and G. Meyer (1922, 2) and H. Ohle (1924). 
When, however, Irvine and Patterson’s (1922) structural 
formula (II) for the diacetone glucose was adopted, glucose 
‘phosphoric acid ester should have its phosphoric acid radical 
in position 6. 


—CHO. 1 CHO, —CHO, 
| |__ >Mes | OMe, i Mes 
A CH 20 rae O CHO 
{ | 
| CHOH 3 Le doer cx 
—CH 4 CHO CHOH 
| | cme, | 
CHO 6. “CHO CHO 
| JMez | | /Mez 
CH,O 6 CH,OH CHO 
(I) (II) (IEI) 


_ But the glucose phosphoric acid ester differs materially in 
the specific rotatory power and the behavior toward the yeast 
preparations, from the glucose phosphoric acid ester (Komatsu 
and Nodzu, 1924) prepared in an analogous method with 
glucose 6-sulphuric acid ester (Ohle, 1922; Soda, 1923) in 
which position 6 was adequately assigned by Ohle (1922) to 
its inorganic radical. It seems, therefore, to be improbable 
that the free hydroxyl group in the diacetone glucose molecule 
should occupy position 6, and such a view was concurred in 
by several investigators. On the other hand, if we accept a 
propylene oxide structure for diacetone glucose, as Irvine and 
Patterson (1922) have advocated, a structural formula (ITI) will 
be assigned adequately to this substance.in which the hydroxy] 
group in position 4 will remain in a free state. Accordingly 
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the phosphoric acid radical in the preparation of glucose 
phosphoric acid ester from diacetone glucose, should substitute 
for the hydrogen atom of the free 4 hydroxyl group. 

Thus, the structure of diacetone glucose is still the subject 
of controversy, and consequently our glucose phosphoric acid | 
ester derived from the diacetone sugar will evidently remain in 
question to be expressed either as glucose-3- or 4-phosphoric 
acid ester. | 


II. Dracerone FRvucTOsEs. 


e-and §8-diacetone fructoses used in the following synthesis 
of fructose phosphoric acid esters were obtained following Ohle’s 
direction (1924) from the aqueous extract of the diacetone 
hexoses, which had been produced in the preparation of diacetone 
glucose. And. these substances showed the following physical 
constants: | 


M.p. .  [&]% in aq. solution. 
e&-Diacetone fructose [116—118°] —160.°7 


_.B-Diacetone fructose [95—97°] —32.°1 


no88 -Frucross-6-PHospHoric Acip Ester. 
ee Synthesis from Fructose. 


This substance was prepared by the action of phosphorus 
oxyshloride on fructose in presence of pyridine. 

16 gm. of thoroughly dried fructose were dissolved in 100 
ec. of dry pyridine, cooled to -15° and 12 gm. of phosphorus 
oxychloride dissolved in 30 ce. of dry chloroform were added 
in small portions under constant stirring. During this opera- 
tion a hard sticky mass was separated from the reacting solu-. 
tion. After all of the phosphorus oxychloride solution had 
been added, the reaction mixture was kept from -10° to -5° 
for three hours and then at room temperature over night. It 
was again cooled to -15° and about 30 cc. of moist pyridine 
were added in such small portions that the temperature would 
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not rise above - 5°, and this was followed by dilution with ice 
water. Further treatment was analogous to that of previous 
preparation, and the reaction mixture was cautiously kept away 
from a strong alkaline reaction, and a prolonged treatment in 
alkaline reaction. The concentrated solution which would 
contain the barium salt of the fructose phosphoric acid and the 
unchanged fructose, was poured into such a volume of absolute 
alcohol that the concentration of alcohol reached about 80 per 
cent. The precipitate thus produced, was filtered and for puri- 
fication it was redissolved in water and reprecipitated with 
alcohol and the process was repeated several times. The yield 
of the barium salt was 2.2 gm. ; 

It was dried to constant weight under reduced pressure on 
phosphorus pentoxide at the temperature of alcohol vapour and 
analysed for a barium salt of glucose monophosphoric acid. 

0.2385 gm. of substance gave 

0.1155 gm. of BaSO, and 0.0738 gm. of Mg.P.0;. 
0.1196 gm. of substance gave 

0.0331 gm. of H,O and 0.0866 gm. of CO>. 


Found (Calculated Ba-free) C=27.62, H=4.33, P=12.07. 
Calculated for C;H1,0,PO;, C=27.89, H=4.29, P=12.02. 


The specific rotatory power in the aqueous solution, 30 minutes 
after solution, was: 


—0.29 x 100 


0.8208x2 > —17.°6.(—24.°8, Calculated on Ba-free basis) 


Lo]? = 


It was considered that the inorganic radical of the ester 
would occupy the position 6 or 1 in the sugar molecule, from 
analogy in the preparation of the ester with glucose-6-phosphoric 
acid ester (Komatsu and Nodzu, 1924). In: these two cases, 
position 1 should be excluded in this case, since as will be 
shown later, this fructose ester is identical in chemical, physical 
and biological properties with the ester prepared from e&-diacetone 
fructose. It seems, therefore, to be the most adequate method 
to express this fructose ester as ‘‘ fructose-6-phosphorio acid 
ester,” ’ 
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(IT) Synthesis from o«-Diacelone Fructose. 
(A) oa-Diacetone fructose-6-phosphoric acid ester. 


10 gm. of &-diacetone fructose were dissolved in 100 cc. of 
dry pyridine and cooled to -15°, and 5.4 gm. of phosphorus 
oxychloride dissolved in 20 cc. of dry pyridine were added. 
The reaction mixture was allowed to stand for three hours at 
-10° and the further treatment was the same as that described 
in the previous preparations. The barium salt was precipitated 
from its concentrated. aqueous solution by adding a large volume 
of absolute alcohol. The yield was 7 gm. 

The purified barium salt was dried in vacuo on phosphorus. 
pentoxide at 100° and analysed for a barium salt of diacetone 
fructose monophosphoric acid: 

0.1954 gm. of substance gave 

0.0940 gm. of BaSO, and 0.0452 gm. of Mg,P,0,. 

0.1054 gm. of substance gave 

0.0489 gm. of H,O and 0.J158 gm. of OC. 

Found (Calculated Ba-free), C=41.80, H=6.50, P=8.99. 
Calculated for C,.H,,0,H.PO,=C=42.25, H=6.18, P=9.10. 

Tt did not reduce Fehling’s solution until after hydrolysis 
with acid. The optical rotatory power in water solution was: 
—1.34 x 100 

0.7912x2 oe" 

As will be shown later, the allocation of the phosphoric 
acid radical of this ester would be to position 6 in the molecule, 
since the writer accepts Irvin’s formula (1922) for o-diacetone 
fructose, in which the 6-hydroxyl group was left in a free 
state. 


locJi? = 


(B) Fructose-6-phosphoric acid ester. — 


To remove the acetone radicals only from the e-diacetone 
fructose-6-phosphoric acid ester, 8 gm. of the barium salt of 
this ester were dissolved in 400 ce. of 0.4 N. sulphuric acid 
and the solution was kept at 40° for 38 hours and the reaction 
product was then treated as described in the case of the glucose 
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phosphoric acid ester. The yield of barium salt of the acetone 
free ester amounted to about 1 gm. For purification, it was 
dissolved in a small quantity of water, filtered and precipitated 
with alcohol. It was a white powder and reduced Fehling’s 
solution easily. 

The substance was dried in vacuo at the temperature of 
alcohol vapour on phosphorus pentoxide and analysed with 
following results: 

0.2031 gm. of substance gave 

0.1099 gm. of BaSO, and 0.0563 gm. of Mg,P20;-_ 

0.1386 gm. of substance gave 

0.0391 gm. of H,O and 0.0934 gm. of CO). 

Found (Calculated Ba-free) C=27.09, H=4.64, P=11.33. 

Calculated for C,H,,0,PO;H,, C=27.69, H=5.03, P=11.94. 

The optical rotatory power in water, 30 minutes after solution, 


“was: 


3 —0.28 x 100 
[e5°= oo ae = —19.°4(—28.°4, Calculated on Ba-free basis) 


Thus, this ester is practically identical in physical and 
chemical properties with fructose-6-phosphoric acid ester prepa- 
red by another process. 


IV. Frucrosgt 2, 3 or 4-MonopnospHoric Acip Ester. 


This ester was prepared from /-diacetone fructose in a 
manner analogous to the preparation of the 6-phosphoric acid 
ester from e&-diacetone fructose. 


(A) §-diacetone fructose 2, 3 or 4-monophosphoric acid ester. 


It was obtained in a form of the barium salt as a fine 
white powder of hygroscopic nature together with some #-di- 
acetone fructose from the reaction -product from. /-diacetone 
fructose and phosphorus oxychloride, on evaporating the reac- 
tion mixture to dryness in a desiccator, owing to the salt of 
this ester being unlike the salt derived from e-diacetone fructose, 
it was not precipitated by alcohol from the reaction product. 
The yield of the crude salt is 10 gm. from 10 em. of B-diacetone 
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fructose. For purification, it was dissolved in a mixture of 
alcohol and ether the barium salt was precipitated with petroleum 
benzine and this process was repeated several times. The puri- 
fied sample was dried in vacuo on phosphorus pentoxide at 100 
and analysed: 
. 0.2815 gm. substances gave 
0.1140 gm. of BaSO, and 0.063 gm. of Mg.P.0,. 
0.1702 gm. of substance gave 
0.0756 gm. of H,O and 0.2006 gm. of CO,. ° 
Found (Calculated Ba-free), C=42.24, H=6.53, P=8.28. 
Calculated for C,,H,,O,H.,PO;,, C=42.25, H=6.10, P=9.10. 
The specific rotatory power in water was: 
—1.48 x 100 *5 


23 |_| ° 
lol = T3840 x2 ee 


For diacetone derivatives of fructose, the following five 
structural formulae are theoretically possible, which Irvine and 
several other investigators have already disscussed. 


CH.O CH,0 
Wel YCMes pee Some: 
Sa a 
CHO CH 
SS 
O | SCMe, O | CMe, 
| CHO” CH / 
—CH CHOH 
| 
CH,OH On, 
(IV) (V) 
CH,O 20. CHO, 
| OMe | CMe, | CMe, 
Se ae wate ree 
CHOH O CHOH ICH 
O CHO our CHOH 
Some | 
2 
CHO” CHO CHO , 
—CH, CH,0 CH,O 
(VI) (VID (VIII) 


Of these: formulae, the formula (IV) would be assigned to 
e-isomer, since it gave the fructose-6-phosphoric acid ester, and 
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the formulae (V), (VD, (VID, and (VIII) will be left for -isomer, 
and further discussion will be postponed until further experi- 
mental results are obtained. This view of treating «-and 8-isomers 
as structure isomers agrees well with the observations of Irvine 
and Garrett (1910), and Ohle (1924) that the nonglucosidic 
acetone group of S-diacetone fructose differs.distinctly from that 
of c-isomer in respect of stability toward the hydrolytic agent, 
and also that monoacetone fructose obtained from. @-diacetone 
fructose is a dextro-rotatory one (Ohle, 1924). 

Consequently, §-diacetone fructose phosphoric acid ester 
should have its phosphoric acid radical in position 2, 8 or 4 
in the molecule. The behavior toward the hydrolytic agent 
(Nodzu 1925), however, seems to indicate that this ester is a 
mixture of, position isomers, having the phosphoric acid radical 
in a different position. } 


(b) Fructose-2, 3 or 4~monophosphoric acid ester. 


The §-diacetone fructose phosphoric acid ester was then 
partially hydrolysed with 0.4 N. sulphuric acid at 40° and 4 
gm. of the acetone free fructose phosphoric acid ester were 
obtained as its barium salt from 12 gm. of the salt of diacetone 
fructose ester. It was a fine white powder which reduced 
Fehling’s solution. The purified sample was dried to constant 
weight: under diminished pressure on phosphorus pentoxide at 
the temperature of alcoholic vapour and analysed with the 
following results: 

0.2404 gm. of substance gave ; 
0.0982 gm. of BaSO, and 0.0658 gm. of Mg.P,0,. 
. 0.1259 gm. of substance gave 
0.0418 gm. of H,O ‘and ‘0.0997 gm. of CO,. 
Found (Calculated Ba-free) C=28.43, H=4.89, P=10.07 
Calculated for C,H:10,PO3;H», C=27.69, H=5.03, P=11.94. 
The optical rotatory power in the aqueous solution, 20 minutes 
after solution, was: 
—0.72 x 100 


23 — ee ° 
- (HD =~) eg72x2 2 
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Thus, the specific rotatory power of the ester differs mate- 
rially from that of the fructose-6-phosphoric acid ester. 

Unfortunately, it was impossible to compare this ester with 
Neuberg’s fructose ester owing to the descriptions of the 
properties of the latter not being precise (1911, 1918). 


Behavior of the Esters Toward Yeast and Zymin. 


The rates of fermentation of these esters by yeast and 
zymin were measured by their aqueous solutions prepared from 
a certain quantum of the barium salt cf the esters equivalent 
to 2 gm. of hexose, and a calculated amount of a standard 
sulphuric acid, centrifuged barium sulphate precipitated and so 
much caustic soda solution added as would bring the pH of 
the solution to the neighborhood of 6.2, optimum value for 
fermentation, using bromocresole purple as indicator. The solu- 
tion thus obtained was made up to 100 cc. and the hydrogen 
ion concentration was actually determined by the electrometric 
method. 


(I) Venocrry or FERMENTATION By Livrya YEasr. 

10 cc. of each solution mixed with 1 gm. of fresh pressed 
yeast. The velocity of fermentation was determined by measur- 
ing the velume carbon dioxide generated, in cc. using Einhorn’s 
fermentation saccharometers. 

As will be seen in the Table (I), the majority of these 
esters were very slowly fermented by the living yeast. To the 
writer’s interest, the rate of fermentation of the fructose phos- 
phoric acid ester derived from 8-diacetone fructose was tolerably 
rapid, unlike the other fructose esters. This characteristic be- 
havior of the ester derived from #-diacetone fructose toward 
living yeast might be attributed to a proper funttion of fructose-3 
or 4-phosphoric acid ester which occurs in it, keeping in mind 
that the fructose monophosphoric acid ester, as noticed in the 
glucose derivative, in order to be fermented by living yeast, 
should have its phosphoric acid radical on the carbon atom 3 
or 4 in the sugar molecule. 


44 R. Nodzu:: 


TABLE i. oy (at 28°) 
: Time 
Sample TT 2 3 4 5& | 6 7 8 9 
Glucose-3 or 4 
phosphoric 6.2 9.1 | 0.15 | 0.2 | 0.25] 0.3 | 0.35) — | — 
acid ester : 


Fructose ester 
from o-diace- 6.1 
tone fructose 


Fructose ester F 
from A-diace- 6.2 


0.1:| 0.2 | 0.4 | 0.6'| 0.85 | 1.05] 1.20 | 1.35. 
tone fructose : ' 


Fructase- ; 
6-phosphorie 6.4 0 |0.085; —|—i]—{[{—{f— | 01 
acid ester ae . 
* Fructose : 
+Na,HPO, 6.2 
+H,PO, : 
: Control experiments. 

2 per cent. 
fructose — 
solution 


(II) Vertocrry or FERMENTATION EY ZyMIN. 


10 ce. of the samples were fermented by 1 gm. of zymin 
in presence of 0.1 cc. ef toluene. The carbon dioxide generated 
was gathered over water which had been preliminarily saturated 
with carbon dioxide and measured in cc. The results are 
tabulated in the bole Mang table (II), and plotted sje acer in 
the figure 1. 

From the experimental results mentioned in the table (II) 
and figure (1), the following conclusions were drawn. 

1. Glucose-3 or 4-phosphoric acid ester was fermented as 
rapid as fructose itself, though, in the former the onset of fer- 


-*This solution was prepared as follows: 2 gm. of fructose and 0.5 gm. of 
Na,HPO, 10 Aq. dissolved in a little less than 100 cc. of water and acidified 
(in the neighborhood of pH=6.2) with phosphoric acid and then made up to 
just 100 cc. The pH was clectrometrically determined. 
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mentation was some what delayed. 


TABLE II. (at 26°) 
Sample EO ete leash Peo.) ea a 
Pp. pH e 


Glucose-3 or 4-phosphoric acid | 6.2 | 0.9 4.4; 8.0] 17.2 | 22.41 27.0 
ester 


Fructose ester from c-diacetone | 6.1 | 63 | 1.4| 3.0| 8&3] 13.4| 17.0 
fructose 


ructose ester from A-diacetone | 6.2 | 0.8 3.6} 6.1} 12.2] 11.6] 20.6 
fructose 


Fructose-6-phosphoric acid ester | 6.4 | 0.3 Dae Sel paeO Low 
Fructose + NasHPO,+H,PO, 6.2 | 3.8 | 10.1 | 14.9] 22.7 | 30.1 | — 


2 per cent fructose ‘solution — | 4.5 | 10.2] 144] 221] 286} — 


2. The rate of termentation of fructose-6-phosphoric acid 
ester, prepared in two different ways, was almost equally slow, 
showing the identity of their molecular structure as had been 
described. 

3. The velocity of fermentation of the fructose phosphoric 
acid acid ester prepared from #-diacetone fructose was primarily 
rapid as in the case of glucose-3 or 4-phosphoric acid ester, but 
subsequently slow like fructose-6-phosphoric acid ester. 

These facts well support the view that the fructose ester 
derived from #-diacetone fructose is a mixture of the position 
isomers. 

4. In the fermentation of these hexose monophosphoric ~ 
acid esters by zymin, it seems more probable that the position 3 
or 4 by which the inorganic radical is linked to the sugar molecule, 

exerts un important influence on ok function ese the hexose 
rest is glucose or fructose. 

In conclusion, the writer has much pleasure in expressing 
his great indebtedness to Professor’ 'S. Komatsu, and his many 
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helpful sugestions made during the progress of the investiga- 
tion. 


Fig 1. 


Fructose - «-ester 
=Fructose phos- 
phoric.ester derived . 
from  c-diacetone 
fructose. : 

Fructose - &- ester 
=Fructose phos- 
phoric ester derived 
from  £-diacetone 
fructose. 


es a 


2 
N 
i) 
v 
ow 


— Time in hours. 


REFERENCES. 


Freudenberg, K. and O. Ivers (1922): Ber. D. Chem. Ges., 55, 929, 
Harden, A. and R. Robison (1914): Proc. Chem. Soc., 30, 16. 
Irvine, T. and C. Garrett (1910): Jour. Chem, Soc., 97, 1277. 
Irvine, T. and J. Patterson (7922): Jour. Chem. Soc., 121, 2146. 
Ivanov, L. (1909): Centr. Bact. Par., Abt. IT. 24, 1. 

Karre , P. and O. Hirwitz (1921): Helvetica Chim. Actra, 4, 728. 


On the Synthesis of the Phosphoric Acid Esters, III. 47 


Komatsu, 8. and B. Nodzu (1924): Mem. Coll. Sci. Kyoto, (A) 7, 377. 
Levene, P. and G Meyer (1921): Jour. Biol. Chem., 48, 235, 
Levene, P. and G. Meyer (1922, 1): Jour. Biol. Chem., 53, 431. 
Levene, P..and G. Meyer (1922, 2): Jour. Biol. Chem., 54, 805. 
Neuberg, G. (1918): Biochem. Zeitschr., 88, 432. 

Neuberg, C. and E. Kretshmer (1911): Biochem. Zeitschr., 36, 5. 
Nodzu, B. (1925). This Journal. 6. 49. 

Ohle, H. (1922): Biochem. Zeitschr., 131, 601. 

Ohle, H- (1924): Ber. D. Chem. Ges., 57, 403, 1566, 

Bobison, B. (1922): Biochem. Jour., 16, 309. 

Soda, T. (1923): Biochem. Zeitschr., 135, 621. 


ON THE SYNTHESIS OF THE PHOSPHORIC ACID 
ESTERS, IIL, 


Part Il, On the Hydrolysis of the Diacetone Hexose 
Monophosphoric Acid Esters. 


By 
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Kyoto Imp. Univ. Director: Prof. 8. Komatsu.) 


(Received for Publication, December 23, 1925). 


In the preparations of the hexose phosphoric acid esters 
(Nodzu, 1925) from their corresponding diacetone hexose esters, 
it -was-essentially important to find a suitable condition in which 
the acetone groups of the latter esters might be removed with- 
out any effect, if posgible, én the phosphoric acid radical. 

As a matter of fact, dilute mineral acid hydrolyses easily 
-diacetone hexoses even at low temperature on the one hand 
(Irvine, 1910; Ohle, 1924) and on the other, some organo- 
. phosphoric acid esters (Robison, 1922; Neuberg, 1918; 
Malengreau, 1911) resist tolerably the action of the same 
reagent at the same low temperature. Hence, the velocity of 
the hydrolysis of these diacetone hexose esters in a dilute acid 
solution at low temperature was studied to find a suitable 
condition for the preparation of hexose phosphoric acid esters. 

3 gm. each of the barium salts of diacetone glucose, &- 
and #-diacetone fructose monophosphoric acids were dissolved 
in 150 ce. of 0.4 N. sulphuric acid and kept at 40°, and with 
the help of Fehling’s solution, the degree of hydrolysis of each 
sample was measured from time to time by taking 2 cc. of the 
solutions on each occasion. The results are in the following 
table (I) in which the figures indicate the cc. of the glucose 
‘solution employed. 
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The following conclusions were drawn from the experi- 
mental results shown in the table (1): 


TABLE I. 


Diacetone glucose | «-Diacetone fructose | &-Diacetone fructose 


Hours phosphoric acid phosphoric acid phosphoric acid 
1 TT breed apie: 7.5 
3 Tel 6.5 6.5 
4 6.7 on 6.1 
6 6.5 6.2 neater 

Stand for 18 hours at room temperature (25-30°). 
24 6.3 5.3 5.0 
- 28 6.2: 5.0 4.7 
30 6.3 4.9 4.5 
32 6.3 4.8 4.2 
Stand for 16 hours at room temperature. 
48 6.3 4.6 3.7 
55 6.4 4.4 3.0 


Stand at room temperature here after. 


ne Te et ee ey ae eee ene 


72 6.45 4.0 3.5 
(PO,) rer hes fh es ) 
168 3.2 3.5 
Acetone g 
free =e ae 
ester me 


oe 
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1. By the action of dilute sulphuric acid at 40°, the acetone 
radicals of diacetone glucose phosphoric acid ester were com- 
pletely removed from the sugar molecule within 24 hours, but 
under the same conditions the phosphoric acid radical resists 
the hydrolysis. : 

2. In e&-diacetone fructose phosphoric acid ester, the re- 

ducing power of the solution did not attain to constant within 
the experimental interval (168 hours), and, moreover, a phos- 
phoric acid ion was. appreciably detected in the course of the 
reaction, but after 168 hours, the removal of the phosphoric 
acid radical was completed. The hydrolysis of the ester would 
take place in both the acetone and the phosphoric acid radicals, 
though the latter reaction was relatively slow compared with 
the former. In order to obtain the acetone free fructose ester, 
the product formed by the action of the acid at 40° and 38 
hours, should be treated in a proper manner. 
, 3. §-diacetone fructose phosphoric acid ester was similar. 
to the e-isomer in its behavior towards the hydrolytic agent, 
but the reducing power of the former became constant after 
55 hours, and after hydrolysis for 168 hours, the barium salt 
of the acetone free fructose ester was obtained. These facts 
seem to indicate that S-diacetone fructose ester was composed 
of at least two isomeric esters due to the difference of the posi- 
tion of the phosphoric acid radical in the molecule. 

As will be seen in the above experiments, the combining 
force of the phosphoric acid radical of these esters upon the 
sugar molecule appeared to differ materially from one another, 
and the rates of remoyal ef the phosphoric acid radicals from 
these esters were studied by means of their aqueous solutions 
of an approximately equivalent concentration, using 0.095 N. 
sulphuric acid, at 100°, as the hydrolytic agent. 


1. Diacetone glucose phosphoric acid ester. 


2.38 gm: of the barium salt (Ba-content 0.6471 gm.) were 
dissolved in water ang 15.8 cc. of 0.592 N. sulphuric acid were 
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added. The filtrate separated from the barium sulphate was 
mixed with 50 cc. of 0.284 N. sulphuric acid and was then 
made up to 150 cc. with water. 20 cc. of the solution were 
put into a sealed glass tube and heated in a boiling waterbath ° 
for the intervals indicated in the table (II). The phosphoric 
acid generated by the reaction was determined gravimetrically 
as usual. 


2. o-Diacetone fructose phosphoric acid ester. 


2.41 gm. of the barium salt (Ba-content 0.6795) were treated 
as in the preceding experiment. The results are shown in the 
table (IIT). 


3. B-Diacetone fructose phosphoric acid ester. 


2.23 gm. of the barium salt (Ba-content 0.5328 gm.) were 
treated as in the preceding experiments: The results are tab- 
ulated in the table (IV). 

Thus, as has been anticipated, the rates of the hydrolysis 
of these esters differ materially from one another, being 0.00059, 
0.014 and 0.0051 for the glucose ester and the &- and 8-fructose- 
esters respectively. The notable difference in the rate of the 
hydrolysis between the o- and §-diacetone fructose phosphoric 
acid esters should properly be ascribed to that of the structures. 
of the two esters. 

In conclusion, the writer desires to thank Prof. S. Komatsu 
for helpful suggestions and criticism in connection with: this. 
work. 


TABLE. II. a=0.9726 
, F ; Newer cee oat sia a 
.Time in min. Mg.2P,0, a-—x — a Om 
be se Woe 
60 0.0056 - 0.0670 0.00058 
120 0.0103 0.0623 0.00063 


240 0.0209 0.0517 0.00061 
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; ‘ < a a 
Time in min. Mg,P.0, Tye ; log wee 

480 0.0354 0.0372 0.00061 

960 0.0531 0.0195 0.00058 

1440 0.0611 0.0115 0.00055 


Average... .0.00059 


TABLE IIL a= 0.0750 
Time in mi Mg,P,0 ~ ca log — 
ime in min. Mg.P,0, a—x (oa ee 
30 0.0508 0.0242 0.016 
60 0.0650 0.0100 0.015 
120 0.0727 0.0025 0.012 
240 60-0744 0.0006 _ 
Average... .0.014 
TABLE III. ; a=0.0665 
- 2 5 ; il a. 
Time in min. Mest sOr a-x . — log ae 
60 0.0342 0.0323 ; 0.0052 
120 0.0504 0.0161 0.0056 


240 0.0621 -00044 0.0045 
Average —-0.0051 
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UBER EIN TETRAPEPTID AUS GLIADIN. 
Von 


R. NAKASHIMA. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Instilut der medizinischen 
Akidemie zu Chiba. Director: Prof. 8S. Akamatsu.) 


(Eingegangen am 20. Dezember 1925) 


Das intermediire Abbauprodukt, das bei der partiellen 
Hydrolyse des Eiweisskérpers durch Fermente, Siure oder héhere 
Temperatur entsteht, rein zu gewinnen, ist oft’ zur Konstitu- 
tionsermittelung des Eiweissmolektiles unternommen worden. 
Es ist ja wohl bekannt, dass das Pepton, welches durch die 
Wirkung des Pepsins aus Eiweiss gebildet wird, nichts anderes 
als das Gemisch der verschiedenen Polypeptide ist, aber tiber 
ihré chemische Zusammensetzung werden nur selten Angaben 
gemacht. Die moderne Theorie deutet wohl darauf hin, dass 
das Eiweiss die Assoziations- oder Polymerisationsverbindung 
der sogenannten Grundkérper sei und das Pepsin darauf deas- 
soziierend oder. depolymerisierend wirkt, doch steht das Problem 
der Eiweisschemie noch durchaus im Dunkeln und man weiss 
auch nur wenig von dem chemischen Mechanismus der peptis- 
chen Wirkung. Darum ist es interessant, aus den peptischen 
Verdauungsgemischen eine Substanz zu isolieren und chemisch 
zu analysieren. 

Andererseits ist die Anwesenheit von Ammoniak in Eiweis- 
smolekiile schon oft bei der Hydrolyse durch Saiure oder Ferment 
nachgewiesen. Aber im welcher Weise und mit welchen Bau- 
steinen das Ammoniak im Eiweissmolektile gebunden sei, ist 
nicht oft beantwortet. Osborne (1906, 1908) hat angegeben, 
dass die Menge von Ammoniak und von Glutaminsiure+ — 
Asparaginsiure, welche bei der Spaltung entstehen, ziemlich 
genau einander entsprechen in dem Sinne, dass auf ein Molekil 
Ammoniak ein Molekiil Glutaminsiure + Asparaginsiure kommt, 
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und er hat damit die Wahrscheinlichkeit der Anwesenheit ‘von 
Glutamin und Asparagin im Eiweiss ausgesprochen. Thier- 
ferder und Cramm (1919) haben das Verhalten der synthetis- 
chen glutaminhaltigen Dipeptide bei unvolkommener Saure- 
hydrolyse mit Gliadin verglichen und-vom Parallelismus in der 
Ammoniakbildung aus angenommen, dass Glutamin im Eiweiss 
enthalten ist. Aber ein direkter Beweis, auf Glutamin als Baustein 
schliessen zu miissen, ist bisher nicht geliefert worden. Ich 
habe bei peptischer Verdauung des Gliadins eine nadelférmige 
kristallinische Substanz bekommen, die aus 1 Molekiil Thyrosin, 
2 Molekiilen Glutamin und 1 Molektl Glutaminsaure besteht. 
Dass ein peptisches Spaltprodukt hier chemisch rein _isoliert 
wurde und dass Glutamin darin enthalten ist, ist von grossem 
Interesse,: und ich teile daher'das Ergebnis im folgenden mit. 

Als Gliadin (4%), das nach Osborne aus Weizenmehl 
dargestellt wurde, bei Ph 1.85 von Griiblers Pepsin (19) im 
Brutschrak von 37°C verdaut wurde, triibte sich die anfangs 
klare Verdauungsliésung nach 1. Tage, und nach 2 und 3 Tagen 
setzte sich am Boden eine feine kristallinische Masse ab. Nach- 
dem die ganze Masse noch 2-3 Tage in den Brutschrank gestellt 
war, um die Verdauung sich volleriden zu lassen, wurden die 
Niederschlige gesammelt und 3 bis 4 Mal mit Wasser, dann 
mit’ absolutem Alkohol gewaschen und tber Schwefelsdure 
aufbewahrt. 1g der Substanz kann aus 16g Gliadin erhalten 
werden. 

Die so erhaltene Substanz zeigt sich unter dem Mikroskop 
als farblose nadelférmige Kristalle, die oft an einem Ende 
maiteinander sich gruppieren, und wenn lange im Exsikkator 
aufbewahrt, veriindert sie sich in ein amorphes Pulver. In 
Kapillaren erhitzt, verschwirzt sie sich. bei. 250-253°C und 
schmilzt bei 283-285°C unter Gasbildung. Im Wasser ist sie 
auch in der Warme unléslich. Alkohol, Aceton, Aethylither, 
Essigither, Chloroform oder Eisessig lésen sie nicht. In Mineral]- 
sduren ist sie unldslich, aber in Natronlauge (1 N) ergibt sie 
ine milchig getriibte Lisung und wenn _ erwdrmt, wird sie 
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klar unter deutlicher Ammoniakentstehung, ohne durch nach- 
herige Neutralisierung wieder einen Niederschlag zu‘ bilden. 
Die qualitative Reaktion wird kurz in der Tabelle gezeigt: 


: Suspension |Lésung | Hydrolysat 

Reaktion ‘in aes mit 
Wasser N.NaOH HCl 
Ninhydrinreaktion sap tice) (+) (ar) 
Biuretreaktion ==) (+) (c=) 
Xanthoproteinreaktion (+) (+) (+) 
Millons Reaktion (+) (45) (+) 
Hopkins-Coles Reaktion | (—) ©) (E>) 
Schwefelprobe (-) (—)° (=) 
Bromprobe i) / (=) 
c-Naphtolprobe (=) i=) (=) 


Das Siurehydrolysat gibt mit Phosphowolframsaéure einen 
kristallinischen Niederschlag. Aber wenn Ammoniak vorher 
unter vermindertem Druck bei 40°C durch Barytzusatz vertrieben 
wird, bleibt der Niederschlag aus, was fir die Abwesenheit der 
Diaminosiure spricht. . 

Da ich bemerkte, dass die Substanz im Vakuum ihre ~ 
Kristallform verliert, wurde das Kristallwassergehalt bestimmt. 
Die Kristalle, welche aus Gliadin wie oben entstanden, wurden 
in der Luft bei Zimmertemperatur bis zur Gewichtkonstanz 
getrochnet. Wenn diese dann im Vakuum tiber Phosphorpen- 
taoxyd bei 100-110°C getrocknet werden, bedarf es 9 Stunden 
bis zur Gewichtkonstanz und sie verlieren dabei an Gewicht 


um 1.389%. 
Gewicht der lufttrocknen Kristalle 0.5281 g 
Gewicht nach dem Trocknen 0.4634 ,, 
Entwichenes Wasser- — 0.0647 ,, 


Wenn die Substanz als Tetrapeptid angenommen wird, 
zeigt diese Wassermenge das Verhiltnis von 4.3 Molekilen 
Kristallwasser auf ein Molekiil Tetrapeptid. 

Wenn 0.7850g von der kristallwasserfreien Substanz mit 
Salzsiure (209%) 12 Stunden gekocht werden, bekommt man 
ein gelbliches klares Hydrolysat. Dieses wurde im Messkolben 
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auf 100 com gebracht und der Gesamt-N wurde mit 20 ccm davon 
nach Kjeldahl bestimmt. 
N/10 Schwefelsiure, von Ammoniak neutralisiert 16,35 ccm 
gefunden | berechnet 
SINE OURS - 14.58 14.84 
Ermittelung des Ammoniakgehalts wurde nach Van Slyke. 
mit 50 ccm des Hydrolysats ausgefthrt. 
N/10 Schwefelsiure, von Amrhoniak- neutralisiert 13,85 ccm 
gefunden berechnet 
N in .% - 4,93 4,94 
Die von Ammoniak befreite Lésung wurde auf 100ccm 
verdiinnt und mit 3cem davon wurde ihr Amino-N nach Van 
Slyke bestimmt. 


Températur 28°C N gefunden _ berechnet 
Druck 758mm ~ 2.15¢cem 9.94% 9.88% 


Wie diese Analysenzahl zeigt, ist 1/3 des Gesamt-N als 
Ammoniak-N und 2/3 als Amino-N vorhanden und ihr Prozent- 
gehalt stimmt ganz gut mit dem berechneten Wert. 

Nachstdem habe ich die quantitative Isolierung der Amino- 
siéuren unternommen. 1.9926 ¢ von kristallwasserfreier Substanz 
wurden mit 25% Salzsiure total hydrolysiert und nach. der 
quantitativen Entferung der Schwefelsiure mit Baryt wurde das 
Hydrolysat unter vermindertem Druck getrocknet. Dies wurde 
mit Methylalkohol, dann mit Aethylalkohol extrahiert und die 
beiden Anteile wurden gesondert zum Trocken verdampft, in 
heissem Wasser gelést, mit Tierkohle entfarbt und auf dem 
Wasserbad konzentriert. Aus beiden Anteilen schieden sich 
zuerst Thyrosin, dann Glutaminsiure aus, und diese wurden 
durch Kristallisation getrennt. Das Gewicht des Thyrosins 
betrug 0.131 g, das der Glutaminsdure 0.247 ¢ und die Summe 
stimmte beinahe mit dem Trockengewicht der alkoholischen 
Extrakte tiberein. Das Filtrat wurde dann, wie weiter unten 
beschrieben, behandelt. 

Der mit Alkohol nicht extrahierte Riickstand wurde durch 
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Zusatz von kaltem Wasser von den leicht wasserléslichen Teilen 
getrennt. Die unldsliche Substanz war Thyrosin und wog 
0.514grm. Der wasserlésliche Teil wurde insgesamt mit dem 
oberen Filtrat bei der Gewinnung des Thyrosins und der 
Glutaminsiure aus der alkoholischen Fraktion bis zur Trockne 
verdampft, wieder in 200ccm Wasser gelést, mit Tierkohle 
entfarbt, mit trocknem. Chlorwasserstoffgas gesittigt und im 
Eisschrank wtbernacht stehen gelassen. Die ausgeschiedene 
kristallinische Masse wurde mit gesittigter Salzsiure und mit 
chlorwasserstoffgesittigtem Alkohol gewaschen und im Exsik- 
kator getrocknet. Diese wurde als Glutaminséiurechlorhydrat 
konstatiert und wog 1.073g, berechnet als Glutaminsiure 0.857 g. 

Das Filtrat und die Waschfliissigkeiten wurden zusammen 
unter vermindertem Druck méglichst von freier Salzsiure be- 
freit, dann mit wtberschiissigem Ammoniakgas durchleitet und 
zur Trockne verdampft. Als diese trockene Masse mit 90% 
Alkohol digeriert wurde, blieb eine kleine Menge von Thyrosin 
zuriick, und als das alkoholische Filtrat wieder verdampft und 
der trockene Riickstand im Wasser gelést wurde, blieb noch 
eine kleine Menge von Thyrosin ungelést zurtick. Die gesamte 
Ausbeute von Thyrosin wurde aus heissem Wasser umkristal- 
lisiert und im Vakuum bis auf Gewichtkonstanz getrocknet. 
Sie betrug 0.624¢ d.h. 98% der Theorie. 

‘Das chlorammonhaltige Wasser wurde mit Uberschuss von 
Kupferhydroxyd gekocht und filtriert und der Riickstand wurde’ 
gut mit heissem Wasser gewaschen. Dieser wurde mit Schwefel- 
wasserstoff behandelt, ohne aber daraus weiter etwas zu gewinnen. 

Das tief blaiuliche Filtrat wurde zur Trocken verdampft 
und der Riickstand wurde mit Alkohol extrahiert. Die alkohol- 
unlésliche Masse wurde von Kupfer durch Schwefelwasserstoff 
befreit und daraus wurden bei Verdampfen 0.073 g Glutamin- 
siure erhalten. Der alkohollésliche Teil war hauptsiichlich 
Ammonsalz, ohne Ninhydrin- und Pyrrolreaktion zu zeigen. 

Die gesamte Ausbeute der Glutaminsiure war 1.18 ¢ aus 
1.9926 g der Substanz und betrug 77.5% der Theorie. 
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In dieser Weise konnte ich nur Thyrosin und Glutaminsiure 
nachweisen. Wenn man einerseits bedenkt, dass die kristal- 
linische Substanz das peptische Produkt bei Ph 1.8 ist und 
nach Hydrolyse nur Glutaminsiure, Thyrosin und Ammoniak 
liefert, und andererseits die Verteilung des Stickstoffes in seiner 
Zusammensetzung in Betracht zieht, kann man wohl mit Recht 
schliessen, dass die hier analysierte Substanz ein Tetrapeptid 
aus 1 Molekii] Thyrosin, 2 Molektilen Glutamin und 1 Molekil 
Glutaminsdure ist und zwar mit 4 Molektilen Kristallwasser, 
und zu diesen berechneten Zahlen stimmt ja auch die Analyse 
ziemlich gut, wie oben jeweils angegeben. i 

Weiterhin ergibt die elementare Analyse folgendes Resultat: 


0.15383 g (iiber P20, bei 100°C im Vakuum getrocknet) 


gefunden ‘berechnet 
H,0 0.9172 g° H 6.666 6.00% 
CO, __ 0.2831 g C 650.2 % 50.88% 


Das Verhalten dieses Tetrapeptids gegen proteolytische 
Fermente ist interessant’ und soll bei nachster Gelegenheit 
mitgeteilt werden. 
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UBER DIE ZELLULOSEBESTIMMUNG DER MENSCH- 
LICHEN FAZES UND DIE VERDAUUNG 
DER NAHRUNGSZELLULOSE. 


Von 
TEISUKE KOHMOTO tunp SHOYO SAKAGUCHI. 


(Aus dem biochemischen Insti‘ut der Kaiserlichen Universitat zu Tokyo. 
Vorstand: Prof. Dr. 8S. Kakiuchi.) 


(Eingegangen am 15. Januar 1926). 


Unter verschiedenen Bestimmungsmethoden der Zellulose 
wurde bei Fiitterungsversuchen bisher fast ausschliesslich die 
Weendersche gebraucht, und zwar die von Henneberg und 
Stohmann verbesserte. Das Untersuchungsmaterial wird hier 
zuerst mit 1% Proz. HzSO,, dann nach dem Auswaschen mit 
1% Proz. Natronlauge gekocht und wieder ausgewaschen. Der 
Trockenriickstand gibt den Gehalt an Rohfaser. Der Vorzug 
dieser Methode liegt in der grossen Einfachheit, aber es fehlen 
auch nicht manche Nachteile. Obwohl-die Zellulose den ver- 
diinnten Saéuren und Alkalien gegentiber bestiéndig“ist, so wird 
sie nach dem Kochen mit verdiinnten Sauren ziemlich leicht 
von Alkalien gelést. Nach Kern (1876) soll bei Weender- 
scher Methode ein nicht tbersehbarer Anteil, namlich 8.9 % 
von Rohfaser verloren gehen. Ausserdem enthalt die nach 
‘Weender dargestellte Rohfaser noch eine betrachtliche Menge von 
_inkrustierenden Substanzen. Aber der grésste Nachteil der 
Methode liegt darin, dass die Filtration, besonders nach Alkalibe- 
handlung, und das Auswaschen des dabei erhaltenen Niederschlages 
ausserst lange Zeit in Anspruch nehmen. Wie in der Literatur 
steht, soll man zu dieser Behandlung zwei Tage brauchen. Die 
Verbesserungen hierzu sind bekannt, aber sie lassen viel zu 
wiinschen tibrig. (Literatur vgl. bei H. Lohrisch (1906)). 
Auch Kénigs Methode ist bei Fizes schwer brauchbar. 

Nun haben wir beabsichtigt, die oben genannten nach- 
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teiligen Punkte der Methode zu verbessern. Den ersten Nachteil, 
d. h. den Verlust an Zellulose zu verkleinern, habe ich die 
Reihenfolge der Séure- und Alkalibehandlung soabgedndert, dass 
man die Zellulose erst mit Alkali, dann mit Saéure behandelt. 
Obwohl die Zellulose bekanntlich verdiinnten Saéuren und Alka- 
lien gegeniiber verhaltnismissig bestaindig ist, so erleidet sie 
doch dabei in ihren physikalischen rep. chemischen Beschaffen- 
heit eine gewisse Verinderung. Die mit Sauren oder Alkali 
behandelte wird Hydrozellulose resp. Hydratzellulose genannt. 
Wiahrend die letztere von der Zellulose physikalisch und chemisch 
nicht verschieden ist, zeigt die erstere die Verdinderung der 
chemischen Beschaffenheit wie die der Reduktionskraft gegen 
Fehlingsche Lésung, was auf einen tiefen Eingriff in das Molekiil 
hindeutet. Nun liegt der Gedanke nahe, dass die Hydratzellu- 
lose der Séurewirkung gegeniiber wohl ahnlich wie unveridnderte 
Zellulose sich verhalte. Wenn die Sache so ist, so muss der 
Verlust durch die Abanderung der Reihe der Saéure-Alkaliwir- 
kung reduziert werden. 

Bevor wir die Resultate der diesbeziiglichen Vergleichsver- 
suche auseinandersetzen, lassen wir die Mitteilung tiber die 
Versuche vorangehen, in welchen alleinige Einwirkung yon 
Alkali in Betracht kam. 

Einige Gramm fein zerrissenes Filtrierpapier (Schleichel Schill 
No 590 und 597), die bei 105° zu konstantem Gewicht getrock- 
net wurden, wurden in einem Becherglas mit 200 cem 2.5 Proz, 
Kalilauge auf dem stark kochenden Wasserbade unter Glasglocke 
eine Stunde lang erhitzt, indem man inzwischen’ einigemal 
umrithrte. Dann wurde die Papierzellulose auf gewogenes Fil- 
trierpapier gebracht, mit geniigender Menge Wasser gewaschen, 
getrocknet und gewogen. Die dabei gefundene Gewichtsabnahme 
habe ich in folgender Tabelle als Verlust der ersten Stunde ange- 
geben. Nach dem Abwigen wurde die Papierzellulose vorsichtig 
aus dem Filter entfernt und wieder, wie erwahnt, mit 200 ccm 
2.5 Proz. Kalilauge erhitzt. Nach einer Stunde wurde die Erhitz- 
ung aufgehoben, um die Zellulose auf zuvor gebrauchten Filter 
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zu bringen und abzuwigen. Die Gewichtsabnahme nach der 
zweiten Alkalibehandlung ist in der Tabelle als Verlust:der zweiten 
Stunde.angegeben. Durch Wiederholung solcher| Alkalibehand- 
lung wurde die in der dritten und vierten Stunde erhalten. 


TABELLE I. 
Angewandte Verlust an Zellulose in Total- 
Menge 1. Sta. 2. 3. ons. verlust 
3 “2 g i g % 
= 0.2960 0.0323 0.0064 0.0064 0.0063 18.81 
i (10.91 9%) | (3.61%) | (2.16 9%) | (2.13.96) 
Re 0.4008 0.0442 0.0151 0.0073 | 0.0080 18.63 
a? (11.40 %) | (3.779%) | (1.829¢) | (2.00 9%) 
4 0.3288 0.0375 0.0111 0.0082 | 0.0054 18.83 
a (11.40 96) | (3.85.9) | (2.44%) | (1.64%) 
mM __—$—$—$ | J 
Mittel 18.76 
ee 0.3167 | 0.0146 | 0.0057 | 0.0039 | 0.0032 8.67. 
s (4.61%) | (1.809%) | (1.25.9) | (1.01 9%) 
ch 0.3088 0.0140 0.0056 | 0.0043 0.0035 8.86 
a3 . (4.53 %) | (1.81 %) | (1.89.96) | (1.13 %) 
se 0.2955 0.0125 0.0059 0.0037 0.0036 8.70 
3 (4.23 9%) | (2.00%) | (1.259%) | (1.22 9%) 
5 —. ——$ [qq > qqj—e——-e——— 
Se Mittel 8.74 


Aus der Tabelle ersieht man, dass in beiden Fallen der 
Verlust an Zellulose in der ersten Stunde am gréssten und in 
der dritten und vierten Stunde miteinander fast gleich und am 
geringsten ist. Man ersieht ferner, dass das Filtrierpapier No 
597 weniger an Gewicht verliert, als No 590. Dieser Unterschied 
ist In den ersten zwei Stunden auffallend, aber in den letzten zwei 
ganz unbedeutend. Hier sei erwihnt, dass No 597 ein gewéhn- 
liches: Filtrierpapier, No 590 dagegen ein aschefreies ist. Um das 
Filtrierpapier von der Asche zu befreien, extrahiert man bekannt- 
‘lich das gewohnliche Filtrierpapier mit verdiinnten Sdiuren, 
wobei geringe stoffliche Verénderung der Zellulose unyermeidbar 
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ist. Hieraus ist ersichtlich, dass aschefreies Filtrierpapier ver- . 
haltnismassig grossen Verlust bei der Alkaliwirkung erleidet, 

Wir wollen nun auf oben erwihnte Vergleichsversuche tiber- 
gehen. Auch in diesem Versuche wurde als Versuchsmaterial 
das Filtrierpapier angewandt, das nach dem jetzt auseinander- 
gesetzten Befunde in folgender Weise gereinigt wurde. Dazu 
wurde fein zerrissenes Filtrierpapier (Schleichel Schill No 597) 
mit 2.59 KOH unter haufiger Umrihrung 3 Stunden lang 
bei 100° C erhitzt. Und dann wurde die EE NI sorg- 
faltig gewaschen und getrocknet. 

Einige Gramm von gereinigter und bei 105° bis zu konstan- . 
tem Gewicht getrockneter Zellulose wurden mit 200 ccm Saure 
resp. Alkali eine Stunde lang auf dem Wasserbade unter Glocke | 
erhitzt. Nach dem Absitzen wurde .die oben stehende klare. 
Flassigkeit in ein anderes Becherglas abgegossen und aufbewahrt. 
Der Riickstand wurde nun neutralisiert und nach Zusatz einer 
berechneten Menge Alkali oder Séure auf 200ccm gebracht, 
um. wieder eine Stunde lang bei 100°C erhitzt zu werden. 
Endlich wurde die Zellulose auf einen gewogenen Filter, mit 
welchem die erstmalige Kochflissigkeit filtriert wurde, gebracht, 
bei 105°C bis Gewichtskonstanz getrocknet und gewogen. Hier- 
aus kann man den Verlust an Zellulose durch kombinierte 
Saure- und Alkaliwirkung ermitteln. ‘Die einzelnen Daten sind 
in Tabelle II. angegeben. 


TABELLE II. 
Reih,nfolge der Sdéure- und Alkaliwir- - ae Verlust an 
kung, Konzentration der Reagentien. ee Moree Zellulose 
; g g % 
Erst Sdure (5%) dann Alkali (2,5 %) 053231 0.0763 23.61 
”? ”? ” ” 2”? ”? 0.3100 0.0690 22.25 
Erst Sdure (5 9) dann Alkali (1} %) 0.4517 | 0.1042 23.06 


” ” ” ” ” ” 0.4510 0.1177 21.76 | 
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| Genomme- 


Reihenfolge der Sdure- und Alkaliwirkung Verlust an 


e : F ne Zellu- 
und neeamnee ® der Reagentien. lose Menge | - Zellulose 
. g ga ae 
Erst Siure (2,5 96) dann Alkali (1396) | 0.5539 0.0966} 17.44 
a ae eee 1s 0.3812 0.0687 |.18.02 
Erst Sdure (14%) dann Alkali (149%) 0.4750 0.0604 12.72 
” ” ” ” ” ” 0.4716 0.0630 13.68 
Erst Sdure (13%) dann Alkali (1}9%)* 0.1541 0.0107 6.95 
on ae 9 i » "3 0.3306 0.0220 6.67 
Erst Alkali (2,5 %) dann Saure (5 %) 0.1557 0.0087 | 5.59 
co ees id a a3 cA 0.3166 0.0176 5.56 
(BiesecseiDSL 2s Bares in 2 
Erst Alkali (2.5 %) dann Sdure (2,5 %) 0.1873 0.0100 5.34 
or ae = Sy lars + 0.3187 | 0.0166 5.22 
Erst Alkali (2,5 9%) dann Sdure (13%) | 0.1570 0.0079 | 5.08 
> ”? ah ” 2? hi 0.2828 0.0143 5.09 


* Erhitzungsdauer 30 Minuten. 

Wie man aus der Tabelle II. ersieht, wird der Verlust an 
Zellulose durch die Reihenfolge der Saéure- und Alkaliwirkung 
stark beeinflusst. Wenn die Zellulose zuerst mit der Sdure, 
dann mit Alkali behandelt wird, so geht ihr Verlust mit der Saure- 
konzentration parallel und ist weit grésser, als bei der voran- 
gehendert Alkalibehandlung. Dieser Befund deutet darauf, dass 
der Verlust an Zellulose bei Weenderscher Methode deutlich 
verkleinert wird, wenn die Saiure- und Alkalibehandlung in 
umgekehrter Reihenfolge ausgefiihrt wird. Hier sei aber gefragt, 
ob der Vorgang der Analyse durch diese Modifikation nicht 
erschwert wird. Um die Frage zu kliren, habe ich folgenden 
Versuch ausgefiihrt. 

3 g luftrockener Menschenkot wurden, wie oben erwiihnt, 
zuerst mit 200 ccm 2,5 96 Alkali eine Stunde lang erhitzt. 
Danach wurde die Mischung mit einer Schwefelsiiure (50 g/dl) 
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- neutralisiert, durch weiteren Siurezusatz auf 14, 23 und 5 Proz. 
Sduregehalt gebracht und wieder eine Stunde erhitzt, dann heiss 
filtriert, mit heissem Wasser, heissem Alkohol und Ather gut 
gewaschen. Die Filtration war sehr schnell, aber der Riick- 
stand noch in bedeutender Menge mit einer in Natronlauge 
léslichen Substanz verunreinigt. So wurde der Riickstand in 
ein Becherglas hineingespilt und mit Natronlauge versetzt, um 
die Zellulose von der Verunreinigung zu befreien. Dabei wurde 
die Masse sehr schwer filtrierbar. Nach verschiedenen Versuchen 
gelang es uns endlich durch etwas Natriumhypochloritzusatz 
dieses Hindernis zu beseitigen. Um den Einfluss von Hypo- 
chloritzusatz auf die Ausbeute der Zellulose zu wissen, haben wir 
folgenden Versuch ausgefiihrt: Hier wurde als Versuchsmateri- 
al die Zellulose angewandt, die in vorstehenden Versuchen 
(Tabelle II) mit Alkali und Saiure behandelt wurde. Sie wurde 
mit 100 com Wasser und 10 ccm 10 Proz. Natronlauge zusam- 
mengebracht und mit 5 Proz. Natriumhypochloritlésung bis zu 
-1/10-Normal versetzt. Nach einer Stunde wurde die Zellulose 
abfiltriert, gewaschen, getrocknet und gewogen (Tabelle III). 


TABELLE III. 


ats, Verlust 
Reihenfolge der Alkali- und Genom- durch 
Sadurewirkung und Konzentra- |mene Zellu-| Alkali- und| __Verlust duach . 
tion der Reagentien lose Menge} Sdure- | Hypochloritzusatz . 
wirkung 
g napus g % 
Erst Alkali, dann Sdaure - 0.1557 0.0087 0.0009. 0.58 
(2.5 96) (5%) <8 
ses A a % 0.3166 0.0176 0.0013 » 0.41 
Erst Alkali, dann Sdure _ | -. 0.1873 0.0100 | 0.0011 | 0.59 
(2.5 %) (2.5 9%) ’ ers 
enh. Sioa -| 0.3187 0.0166 “0.0018 .| 0.57: 
Erst Alkali, dann Saure 0.1570 | 0.0079 | 0.0009 | 0.57 


(2.5%) (15%) 7 
ap of op rs 0.2828 0.0143 0.0018 0.63 
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Der Zelluloseverlust durch Hypochloritzusatz betragt nach 
diesem Versuche ungefahr 0,5 %. ‘Nimmt man nun an, dass 
die Zellulose zuerst mit 2.59 Kalilauge, dann mit 2.5% 
Schwefelsiure und schliesslich mit Natriumhypochlorit wie oben 
erwahnt behandelt wird, so betrigt der Gesamtverlust 5.85 96. _ 
Diese Zahl ist weit kleiner als die von Kern bei Weender- 
scher Methode gefundene (8.9 %). Auf Grund der erwaéhnten 
Beobachtung empfehle ich, die Zellulose in Nahrungsmittelm, 
Faces u, a. flee deeaicce zu bestimmen. 

_ 8-5 g Substanz werden zuniichst in einem Becherglas mit 
200 cem 2.5 Proz. Kalilauge eine Stunde lang auf dem Was- 
serbade unter Glocke erhitzt, dann mit Schwefelsiure (50 ccm ~ 
E28 O,+150 ecm Wasser) neutralisiert und nach weiterem Zusatz 
von 10 ccm Saure wieder eine Stunde lang erhitzt. Wahrend 
der Erhitzung muss man die Flissigkeit einigemal umriihren. 
Nach der Beendigung der Erhitzung filtriert man heiss durch 
Gooch-Tiegel, doch erwies sich die gewohnlich _beniitzte 
Asbestschicht als ungeeignet, da die Filterschicht leicht verstopft 
wird. Man filtriert daher wegen der Tatsache, dass das Falten- 

- filter dabei gute Dienste leistet,-durch ein diinnes, feinmassiges 
Leinwandtuch, das-auf den ein wenig mit Asbest beschickten 
Gooch-Tiegel wie ein Faltenfilter : gelegt ist. Die Filtration 
erfolgt jetzt leicht und schnell. Der Riickstand:wird mit heissem 
Wasser, heissem Alkohol behandelt, bis das Filtrat farblos abliuft. 
Schliesslich wird er mit heissem Gemisch von Alkohol und 
Ather gut gewaschen. Der ausgewaschene Riickstand wird nun 
sofort aus dem Tuch entfernt und samt Asbest im Gooch-Tiegel 
in ein Becherglas mit einer Marke von 100 ccm gebracht, das 
Tuch gut ausgewaschen, dann mit Wasser bis zur.Marke gefillt 
und mit 6 ccm 5 Proz. Natriumhypochloritlésung (Sakaguchi 
1925) versetzt, Die Mischung wird ohne Erwidrmen tiichtig 
umgertihrt und nach ruhigem Stehen von 15 Minuten durch 
ein gewogenes Faltenfilter (Schleichel Schill No 589, Dureh- 
messer 11 cm) filtriert. Wenn die Zentrifuge zur Verfiteung 
steht, so kann man das Faltenfilter durch Gooch-Tiegel ersctzen 
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Der Riickstand wird quantitativ mit kaltem Wasser auf Filter 
gebracht, dann mit heissem Wasser gewaschen. Um die letzte 
Spur Alkali zu entfernen, wird er mit 20 ccm 1 Proz. Essig- 
siure versetzt, dann wieder mit heissem Wasser, heissem Alkohol 
und Ather gewaschen und in einem Wageglischen bei 105° C 
_ bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Aus dem hier, gefundenen 
Werte kann man die Menge der aschefreien Zellulose ermitteln, 
“wenn man daraus das Gewicht von Filterpapier samt Wage- 
glaschen und den Aschenbestand des Riickstandes abzieht. 

Will ich tber die Reinheit der Zellulose etwas sagen, 
sodann die nach oben erwihnter Vérfahren erhalten wurde. Die 
erhaltene Zellulose ist bei Gemiise- und Stroharten ganz weiss 
und N-frei. Die Ligninreaktion ist bei beiden Fallen negativ, 
aber Pentosanreaktion sehr wenig positiv. Hier sei erwahnt, 
dass Weendersche Rohfaser aus Winterhalmstroh nach Prings- 
heim (1923) nur 72.5 Proz.. Cellulose nebst 5.1 Proz. Asche, 
1.0 Proz. Rohprotein, 15.5 Proz. Pentosane und 7.9 Proz. Lignin 
enthalten soll. 

Um einen Vergleich der nach unserer Methode erhaltenen 
Resultate mit denen der Weenderschen resp. Kénigschen 


TABELLE. IV. 


Genom- Reinheit de 
Material mene acne) Zellulose Methode 
5 Menge Stickstoff | Farbe 
g g % mg b 
Reiskleie 3 0.2111 | 7.04 0.42 so -Weenders M. 
ie om 0.2109 | 7.03 0 | weiss unsere M. 
3 3. 0.2241 | 7.47 0.14 praun | Kénigs M. . 
SE EY PE Ce So IS eeraes eee 
Kotpulver 3 0.1302 | 4.34 3.29 | braun Weenders M. 
- 3 0.1213 | 4.04 O.21- |. a } unsere -M. 
" 3 0.1491 | 4.97 6.01 : sn! | Kénigs M. 
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zu erméglichen, sind dieselben in der Tabelle IV: ztsammenge- 
stellt. Wir verwendeten zu diesen Versuchen durch Absieben 
gereinigte Reiskleie und menschliches: Kotpulver. 

Wie aus der Tabelle IV zu ersehen ist, ist die nach unserer 
Methode erhaltene Zellulose reiner als bei irgend einer andern. 
Aber die Ausbeute: lisst sich nicht ‘so leicht érsehen. Wenn 
auch Kénigs Methode. die héchste Ausbeute liefert, so zeigte 
unsere Untersuchung der erhaltenen Zellulose, dass dieselbe in 
hohem Masse N-Substanzen bei Kotpulver enthalt. Ferner 
lisst die hohe Ausbeute von Kénigs Methode darauf schlies- 
sen, dass die Zellulose noch in Alkali lésliche Substanz enthalt. 
Die Versuche, bei denen die nach Ké6nig erhaltene Zellulose 
eine halbe Stunde lang mit 1 Proz. Kalilauge digeriert und 
dann, wie oben beschrieben, behandelt wurde, ergaben einen 
Zellulosegehalt von 0.2060 g=6,87 % (Reiskleie), bezw. 0.1332 
g=4.44 % (Kotpulver).. Hierzu sei bemerkt, dass die so mit 
Alkali gereinigte Zellulose im Falle von Kotpulver noch 4.51 
mg N enthielt. Wird der Wert von Proteinsubstanz (N x 6.25) 
- nun in Abzug gebracht, so ergibt sich, dass die Ausbeute von: 
unserer Methode derjenigen von der Kénigschen resp. Ween- 
'derschen nicht nachsteht. 

Um dié Ubereinstimmung der nach unserer Methode ge- 
wonnenen Zahlen zu zeigen, sind dieselben in Tabellen (X u. 
XI), die am Ends dieser Beschréibung stehen, zusammenge- 
stellt. 


II 


Obgleich die Zellulose wie Baumwolle beim Menschen sehr. 
schwer verdaulich ist, so yverhalt sich doch diejenige in der 
zarten Form, wie sie in Gemiisen vorkommt, etwas'anders. Weil 
Japaner tiglich viel vegetabilische Nahrung aufnehmen, so ist 
die Frage, in welchem Umfange die Zellulose zur Resorption 
gelangt, von praktischer Interesse. Aber die Untersuchung 
hhiertiber ist nur wenig bekannt, weil die Bestimmungsmethode 
der Zellulose wie erwihnt schwer zu diesem Ziele fthrte. 
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Vor einigen Jahren hat einer von uns (Sakaguchi) Stoffwech- 
selversuche an den Straflingen des Marinegefiingnisses ange- 
stellt. Weil die damals gebrauchte Versuchsmaterie (Nahrung 
und Faces) in gliicklicher Weise noch aufbewahrt war, so haben 
wir an diesem Material die Resorption der Zellulose untersucht. 
Im folgenden wollen wir nebst unseren eigentlichen Untersu- 
chungsresultaten die Mitteilung, die Sakaguchi in Bulletin 
‘of the Naval Medical Association (Japan) No 37 (1922) angegeben 
hat, kurz wiedergeben. 

Der Versuch wurde an 3 Personen angestellt und dauerte 
von 1. bis 12. Juli (1920), indem‘er in zwei Perioden von je 
6 Tagen Dauer eingeteilt wurde, 


TABELLE V. 
Korpergewicht 
Person Alter Korperlange Von Zu-resp. Abnahme in 
versuch der Versuchsperiode 
I. S198 

) (m) kg) (kg) (kg) 

A ; 19 ~ 1.57 53.43 —0.49 -+0.68 

24 1.63 58.49 —0.67 -|- +011 

Cc 26 ‘1.66 — 56.45 —0.55 +0.92 


Die gegebene Nahrung ist in folgender ‘Tabelle angegeben. 
Hier sei bemerkt, dass die Menge der Nahrung ausser Brot sich 
auf gekochte stoffe bezieht. 


TABELLE VI. 


Periode Ie 


“Ve ersuc eae Nahrung 


Morgen Brot (326) 
1 Jul. | Mittag | Reis-Gerste (424), Rindfleisch (84), Kartoffel (100) 
Abend Brot (223), Bohnen (254), Kartoffel (141) . 
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Versuchstag _ Nahrung 
Morgen | Hartbrot (319) 
2. .Jul. Mittag Reis-Gerste (441), Thunfisch (98), Kartoffel (206) 
_ Abend Hartbrot (226), Bohnen (168), -Kartoffel (158) 
Morgen | Brot (326) 
3.J ul. | Mittag Reis-Gerste. (453), Rindfleisch (76), Kartoffel (188) 
Abend Brot (219), Bohnen (237), Kartoffel (178) 
| Morgen | Brot (323) 
4. Jul. Mittag Reis-Gerste (444), ‘Rindfleisch. (98) Kartoffel (179) 
Abend Brot (217), Bohnen (309), Kartoffel’.(178) 
kas Morgen | Hartbrot (323): 
5. Jul. ‘| Mittag Reis-Gerste (451), Makrele (82), Kartoffel (185) 
Abend Hartbrot (217), Bohnen (161), Kartoffel (162) ° 
| Morgen | Brot (327) 
6, Jul. |  Mittag Reis-Gerste (455), Rindfleisch (96), Kartoffel (186) 
: Abend | Brot (229), Bohnen: (226), Kartoffel (168) 
Periode II. ; 
‘Versuchstag Nahrung 
Morgen | Brot (375) | 
4, | Mittag | Reis-Gerste ve Kartoffel (2065, 
7. Jul. siisse Kartoffel (345) 
_ Abend | Brot (222), Kartoffel (165), stisse Kartoffel (345) 
Morgen | Brot (375) 
8 Jul Mittag Reis-Gerste (455), Kartoffel (195), 
? stisse Kartoffel (345) 
Abend | Brot (225), Kartoffel (159), siisse Kartoffel (345) 
Morgen | Brot (375) 
9. Sul Mittag | Reis-Gerste (465), Kartoffel (200), 
phi siisse Krrtoffel (345) 
Abend Brot (225), Kartoffel (187), siisse Kartoffel (345) 
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Versuchstag Nahrung 
Morgen | Brot (375) 
| Mittag Reis-Gerste (435), Kartoffel (203), 
10.° Jul. stisse Kartoffel (845) 
Abend Brot (225), Kartoffel (194), siisse Kartoffel (345) 
Morgen Brot (375) 
Mittag Reis-Gerste (441), Kartoffel (203), 
11. Jul j ~~ hb “‘siisse Kartoffel (345) - 
Abend Brot (225), Kartoffel (155), siisse Kartoffel (345) 
|. Morgen | Brot (375) 
Mittag | Reis-Gerste (445), Kartoffel (184), 
12. Jul. | stisse Kartoffel (345) 
Abend 


Brot (225), Kartoffel (168), siisse Kartoffel (345) 


Die in ersterer Periode gegebene Nahrung war ganz die- 
selbe wie die, die in diesem Gefangnis taglich gegeben wurde. 
Die Nahrung der zweiten Periode hingegen wurde so gewahlt, 
dass die Nahrung méglichst eiweissarm und etwas kalorienreicher 
Alle Versuchspersonen 
haben. die verabreichte Nahrung, deren Bestandteile in der 
Tabelle VII. angegeben sind, ohne Rest vollstandig verzehrt. 


- TABELLE VII. 


war, 


a Ee 


als die in der ersten Periode. 


Versuchstag |Stickstoff| Eiweiss Fett seers Zellulose | Kalorie 

. £. ae g g & 

1. Jul. 16.37 | 102.31 18.99 519.10 8.392 . 2725 
2. Jul. 19.82 123.88 25.31 648.29 7.328 3401 
3, Jul. 15.49 96.81 20.9% + 528.53 8.575 2759 
4, Jul. 15.88 | 99.25 26.52 519.48 8.620 2783 
be Jul: 18.84 | 117.75 25.93 |. 646.22 7.505 3373 
6. Jul. (17.09 106.81 23.56 539.76 9.245 _ 2870 
Mittel 17.25 107.80 23.54 566.89 8.277 2985 
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| sas oe 
Versuchstag |Stickstoff Eiweiss Fett Kohlen- Zellulose | Kalorie 
| hydrat ; 
g | g ee Rear g ; 
7. Jul. 10.72 | 67.05 9.85 | 641.69 | 8.488 | 2997 
8 Jul. 10.37 64.81 9.82 | 637.53 8.504 | 2971 
9. Jul. 10.73 67.07 9.87 640.09 8.499 | 3003 
10. Jul. 10.43 65.19 9,87 640.73 8.519 | 2986 
ti iat 10.60 66.25 | 10.05 | 650.43 8.565 | 3081 
12. Jul. | 10.81 67.57 9.95 . GAT7.59 8.519 | 3024 
Mittel 10.61 66.31 9.90 | 643.51 8.519 | 3002 


Die Fazes in beiden Versuchsperioden wurden mit Hilfe von 
Karmin getrennt, pulverisiert und dann analysiert. 
Tabelle VIII wird die mittlere Tagesmenge der Fazesbestand- 
teile angegeben. 


TABELLE VIII. 


In der 


A B Cc 
g g | g 

Stickstoff 2.04 St aan 
Fett 2.47 249° | 248 
Kohlenhydrat 2.85 | 838 | 8.42 | 
“Zellulose 1.754 2.104 2,059 
Stickstoff 1.65 1.49 2.30 
Fett 3.26 2.53 3.13 
Kohlenhydrat | 4.73 1.87 2.69 
Zellulose 2710 1.879 2.084 


2.97 


3.09 


2.224 


In folgender Tabelle wird die Verdaulichkeit der ‘Zellulose 
nebst der N-Bilanzangegeben. 
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TABELLE IX. 


Verdaulich- (N-Bilanz) 


Person Eingabe Ausgabe Bilanz ‘eit 
g g g Sort oG aan g 
AE 8,277 1.754 46.523 78.79 (41.49). 
B 8.277 2.104 +6.173 ‘7457 (—0.64) 
© 8.277 2.059 | +6218 -| ° 75.13. |°'¢+0:38) 

- Mittel 8.277 1.972 | +6305 | 7616 | (+0.39) 
A 8.516 2.710 +5.806 |. 6817 -|  (+0.87) 
B 8.516 1.879 +6687 | 77.04 | (—1.42) 
C 8.516 2,084 | +6432 |° 75.53 (—0.48) 

Mittel 8.516 2.994 | 46,292 73,88 |. (—0.34) 


Man ersieht atis der Tabelle, dass die. in der Nahrung vor- 
hhandene Zellulose zu etwa 75 % verdaut wurde. Weil ihre 
Menge aber klein ist, so hat sie einen nur geringen Einfluss — 
auf Kalorienzufuhr. 


ScuHuuss. 


1. In dieser Arbeit wurde eine Zellulosebestimmungsme- 
thode fir Nahrungsmittel und Fazes mitgeteilt, die ein besseres 
Resultat gibt, als die Weendersche resp. Kénigsche Methode. 

2. Um zu sehen, in welchem Grade die Zellulose bei un- 
serer gewohnlichen Kost verdaut wird, haben wir drei Personen 
12 Tage lang eine ungefihr 8.5 9% Zellulose enthaltende Nah- 
rung gegeben und gefunden, dass die Zellulose zu etwa 75 9% 
verdaut ‘wurde. 


LITERATUR. 
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Kern, E. (1876): Journ. f. Landw. S. 19. 
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Sakaguchi, §S. (1925): Journ. of Biochem. 5, 25. 
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Zum Schluss sei es uns gestattet, Herrn Vizeadmiral Y. 
Suzuki (fritherem Chef der med. Abt. der Marineministerium) 
fiir die Erlaubnis der Veréffentlichung dieser Arbeit unseren 
verbindlichsten Dank auszusprechen. 


BELEGANALYSE. 


Die Analyse wurde an lufttrockenem Material ausgefithrt. 


TABELLE X. (Nahrung) 
Arten ph phan Zellulose 
g g % 
Reis-Gerste 5 0.0234 0.468 
* 5 0.0231 0.462 
Mittel 0.0233 0.465 
Brot 5 - 0.0159 0.318 
E 5 0.0159 0.318 
Mittel 0.0159 0.318 
Hartbrot 5 0.0166 0.332 
Pet 5 0.0168 0.356 
Mittel ' 1.0167 0.334 
Kartoffel 5 0.0950 1.900 
£ 5 0.0954 1.907 
Mittel 0.0952 1.904 
Siisse Kartoffel © 5 0.1843 2.686 
a 5 0.1351 _ 2.702 
Mittel 0.1347 2.694 
Bohnen 5 22109 5.271 
9% 5 0.2051 5.128 
‘Mittel 0.2080 5.209 
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TABELLE XI... (Faces) ’ 

Name ‘Periode prs plc .. Zellulose 
g % 
3 5.393 
A ao 5.366 
Mittel 5.380 
3 6.151 
A 3 5.928 
Mittel 6.040 
3 5.628 
B 3 5.598 
: Mittel 0.1683 5.610 
3 9.2036 6.787 
B as 0.1959 6.598 
Mitel - 0.1998" 6.659 
3 0.16 6. 5.420 
~ 3 (.1614 5.880 
Mittel 0.1620 5.400 
3 0.1610 5.366 
Cc Came 0.1610 5.336 


Mittel 7 0.1601 5.351 


UBER DIE SYNTHETISCHE WIRKUNG 
DES PEPSINS. 


Von 


T. ODA. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der medizinischen Akademie 
zu Chiba, Direktor: Prof. S. Akamatsw). 


(Eingegangen am 29. Januar 1926). 


Die synthetische Wirkung ¢*~ Fermente ist, sowohl ther- 
modynamisch wie biochemisch wctrachtet, eine merkwiirdige 
Erscheinung; sie ist besonders bei Karbohydrasen und Esterasen 
sehr genau untersucht. Aber in Bezug auf die proteolytischen 
Fermente steht die Sache noch sehr im Dunkeln. Die sogen. 
Prasteinbildung des Pepsins wurde, seitdem Danilewski (1886) 
diese Erscheinung beschrieben hat, oft zum Gegenstand von 
Experimenten gemacht. Henriques und Gjaldbaek (1911) 
fanden eine Verminderung des Formol-N bei der Prastein-bil- 
dung, und neuerdings haben Wasteneys u. Borsook (1924- 
1925) ihr Ph-optimum bestimmt. 

Wenn das Eiweiss aus seinem Abbauprodukte auch in vitro 
durch Pepsin synthetisiert werden kann, ist es sehr interessant 
zu untersuchen, wie der Aufbau durch dussere Faktoren beein- 
flusst wird. 

Ich habe, wie unten im experimentellen Teile genau _be- 
schrieben wird, die Wirkung des Pepsins auf die konzentrierten 
peptischen Spaltungsprodukte von Hieralbumin, Edestin und 
Fibrin untersucht und zwar bei verschiedener Wasserstoffionen- 
konzentration unter Zusatz von Siuren, Salzen oder Lipoiden, 
untersucht. 

Da ich bestitigt habe, wie unten mitgeteilt, dass die syn- 
thetisierende Wirkung des Pepsins praktisch in 2 Tagen sich 
_vollendet, das heisst, der durch Trichloressigsiure faillbare Stick- 
stoff nach dieser Frist sein Maximum. erreicht, habe ich jeden 


717 


78 : T.-Oda, 


Versuch nach 2 Tagen. unterbrochen. Das Resultat ist, dass 
die Synthese bei allen Versuchen in Ph 4,0 maximal ist, und 
die verschiedenen Elektrolyte und auch Lipoide ohne Einfluss 
auf die absolute Menge der Synthese geblieben sind. Hier 
méchte ich noch erwahnen, dass diese Ergebnisse sowohl bei 
Eieralbumin als auch bei Edestin, das an Glutamins&ure und 
Arginin reich ist, ferner auch bei Fibrin, das wegen der Gerin- 
nungserscheinung einen besonderen Charakter zeigt, in gleichem 
Sinne herausgekommen sind. 

Es kommt dann zuletzt die Frage, ob es sich hier eigentlich 
um die Eiweissynthese handelt und welche chemische Reaktion 
dabei eine Rolle spielt. Ich konnte mit Van Slykes Methode 
keine Abnahme des Amino-N beobachten, was der Tatsache 
entgegen steht, dass die Zunahme des Amino-N bei peptischer 
Verdauung stattfindet, Aber der peptische Abbau des Proteins 
besteht sicher nicht aus einer einzigen chemischen Reaktion und 
nach der gegenwirtigen Anschauung wird das Eiweissmolektil 
als Assoziationsverbindung der Grundkérper d. h. der Anhydride 
der Polypeptide gedeutet, aber ob andererseits irgendeine andere 
Bindungsweise der Aminosiuren als die der Polypeptide im 
Eiweissmolekiile vorhanden ist, bleibt unentschieden, trotzdem 
bisher verschiedene Méglichkeiten angegeben sind. Jedenfalls 
ist, wenn ich annehme, dass die chemische Reaktion, die unter 
den Bedingungen meines Experiments abgelaufen ist, nicht alle 
Stufen der Rickbildung des Eiweisses einschliesst, dieser ops 
bare Gegensatz auch wohl erklarbar, 

Zusammenfassend kann ich sagen ; 

Wenn das Pepsin tiberhaupt den Eiweisskérper aus seinen 
Spaltprodukten aufbauen kann, wtibt hier die Wasserstoffionen- 
konzentration einen grossen Einfluss darauf aus, und obwohl 
noch unbekannte Faktoren dabei mitspielen miissen, ist seine 
Teilreaktion bei Ph 4 am meisten beschleunigt, und auf diesen 
Prozess ist keine Beeinflussung, weder durch Elektrolyte noch 
durch Lipoide, zu konstatieren. 
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EXPERIMENTELLER TEI. 


50 g getrocknetes Eieralbumin wurden in 2 1]. Wasser gelést 
und mit 3g Pepsin (Gribler) versetzt, und der Ph des Verdau- 
ungsgemisches wurde durch Zusatz von Salzsiure (5 N) auf 1.7 
gebracht. Die Verdauung wurde im Brutschrank von 37° C 
acht Tage lang fortgesetzt, wihrenddessen der Ph der Lésung 
jeden Tag elektrometrisch gemessen und die Herabsetzung der 
Aziditét durch abermaligen Zusatz von Salzsiure vorgebeugt 
wurde. Das so erhaltene Verdauungsgemisch war kanariengelb 
verfarbt, jedoch klar und hatte nur wenigen Bodensatz. Die 
ganze Masse wurde mit Natronlauge gegen Lakmus vorsichtig 
neutralisiert, auf 80°C im Wasserbad eine Stunde erhitzt, nach 
der Abkiihlung filtriert und weiter unter vermindertem Druck 
bei 45°C konzentriert. Edestin und Fibrin wurden eben so wie 
oben behandelt. Das konzentrierte peptische Verdauungsprodukt 
ist ganz klar und zeigt nur sehr wenig Triibung bei Zusatz von 
20 cem Trichloressigsiure (10 9%) und 30 ccm Wasser. . 


Versuch I. 


5cem vom Verdauungsprodukte des Eieralbumins (382 %) 
und 1ccm wissriger Pepsinlésung (5 %) wurden mit Salzsiure 
und Wasser versetzt. Das ganze Volumen betrug 6.5ccm. Ph 
der Lésung wurde dabei nach Michaelis elektrometrisch er- 
mittelt: ccm davon wurde in Reagenzglaisern hineinpipettiert, 
mit Toluol iberschichtet und, mit Kork dicht verstopft, im 
Brutschrank von 37°C stehen gelassen. Nach 1, 2 und 4 Tagen 
wurde je ein Reagenzglas herausgenommen und mit 20 ccm 
Trichloressigséure (10 9%) und 80 ccm Wasser versetzt, gut gemi- 
scht und nach 10-Min. filtriert. Das Filtrat war klar. N-gehalt 
in 5 ccm des Filtrats wurde nach Folins Mikrokjieldahl be- 
stimmt. Aus der Abnahme der N-menge im Filtrat gegentiber 
dem. ursprunglichen N-gehalt des Filtrats sofort beim Versuch 
wurden die Prozentyerhiltnisse der Synthese berechnet. 
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TABELLE I. 
i | 2 | Be 4 5 
Material (ccm) 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00. 
HCI (Konz. u. ccm) 0.50(5N)} 0.27(5N)| 0.15(5N)| 0.25 (1N) 0.15 (1N) 
Wasser (ccm) 0.00 0.23 0.33 0.25 0.35 
5% Pepsin (ccm) 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 
aan wala See 
Ph 3.25 4.00 | 4.55 6.01 6.60 
Sofort = Na OH(cem)| 2.64' 2.58 | 2.59 2.62 eer 
N 
Ne ‘OH (cam) 2.91 S30. (54.95 Jo Se" | Shee. 
1 Tag 50 
Synthese (%) 16.0 20.7 
aS N 
——.NaOHcem)} 4.18 4.61. ° 3.02 
2 Tag 50 ( 
Synthese (9%) 19.3: | 24.42 = 21.4 8.6 5.2. 
NG OH(cem) 4.20 4.55 Atlee S.25 3.09 
4 Tag 50 ee 
Synthese (%) 19.3: 23.8 res) | 8.1 4.9 


Dieser Versuch zeigt, dass der. Verlauf der Synthese in 2 
Tagen als vollendet angesehen werden kann und dass der Prozess | 
bei .Ph 4.0 am meisten beschleunigt wird. Dieses Verhiltnis 
wird als Abbildung am Ende hinzugefiigt. 


Versuch. II. 


In diesem Versuche untersuchte ich die Wirkung der ver- 
schiedenen Séuren auf die Synthese. Das Material war das 
peptische Abbauprodukt des Eieralbumins von ca 45%. Der 
Versuch ist fast gleich wie im vorigen ausgefiihrt. Die Arten 
der Siuren und deren Mengen etc sind in der folgenden Tabelle 
genau angegeben. (Tasrenite II—IIV) 
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TABELLE II. 


Material (ecm) 
HCI (Konz. u. ccm) 
Wasser (ccm) 


10 % Pepsin (ccm) 
Ph: 

N : 
Sofort —_- NaHO (ccm) 


50 


N 
2 Tag 150 NaOH (ccm) 


Synthese (%) | 21.0° 


Material (ecm) 
Hz S04 (Konz. u. eem) 
Wasser (ccm) 


10 % Pepsin (ccm) 
Ph 
N 
Sofort NaOH. (ccm) 


N 
50 NaOH (ccm) 
Synthese (%) 


2 Tag 


1 2 3 4 5 
5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 
0.50(5N)| 0.35(5N)/ 0.32(5N)} 0.30(5N)} 0.20(5N) 
1.00 1.16 1.18 1.20 1.30 
0.50 0.50 0.50 0.59 0.50 
3.17 3.87 3.99 4.06 d14 
0.34 0.36 0.36 0.30 0.32 

rs 
2.47 3.33 3.50 3.42 2.60 
23.5 31.2 30.4 21.2 

TABELLE III. 

1 2 3 4 

5.00 5.00 5.00 5.00 

1.00 (5N) 0.55 (5N) 0.50 (SN) 0.22 (5N) 

0.50 0.95 1.00 1.28 

0.50 0.50 0.50 0.50 

3.15 3.99 4.09 5.30 

0.32 0.30 0.34 0.32 

2.52 3.40 3.18 2.36 

21.6 302 28.0 20.0 
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TABELLE IV. 
il we 3 4 
Material (ecm) 5.90 5.00 5.00 5.00 
HNO3 (Konz. u. ccm) 1:00 (5N) 0.50 (5N) 0.44 (5N) 0.25 (5N) 
Wasser (ccm) 0.5) 1.00 1.06 1.25 
10 % Pepsin (ccm) 0.50 0.50 0.50 0.50 
Ph 2.45 3.79 | 4.01 4.72 
Sofort NaHO (cem) | 0.34 0.34 | 0.34 0.34 
N ee pe use 
2 Tae! 50. NaOH (ccm) 1.95 3.39 3.43 2.61 
Synthese (%) 15.8 29.6 30.3 2253 
TABELLE V. 
1 2 3 4 
Material (ccm) 5.00 | 5.00 5.00 5.00 
CH; COOH (Konz.u.cem)} 1.50(10N)} 1.00 (10N)]| 0.50 (10N)j| 0.20 (10N) 
Wasser (ccm) 0.00 0.50 1.00 1.30 
10% Pepsin (eem) 0.50 0.50 0.50 0.50 
Ph 3.10 4.01 4,23 5.03 
= 
Sofort NaOH. (cem) 0.20 0.25 0.15 0.20 
ae NaOH Da eesco: 3.29 2.68 2.50 
2 Tag 150 a (com 5 229. : 4 
‘Synthese (%) 20.9 30.0 24.1 22.3 
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TABELLE VI. 
L 4 
‘Material. (eem) 5.00° . | 5.00 5.00. 5.00 


Hg PO. (Konz ws cem) | 1.00(10N) 0.80(10N) | 0.45(0N)| 0.10(10.N) 
_ Wasser (ccm) 0.50 0.70 1.05 |. 1.40 
10 % Pepsin (cem) 0.50 | 0.50 0.50. 0.50 


ee 


Ph 2.44 3.17 cl Kere 


Rolo 2 Nao (erm) | OS 


50 0.15 


EE SS 


1.23 


a Tag. ~~ NaOH (ccm) | 1.38. ) 
10.4 


Synthese (9%). 11.9 


3 
‘Material (ccm) . 5.00 
*Zitronensdure (ccm) 0.20 
Wasser (ccm) _ 1.30 
10% Pepsin (ecm) 0.50 
Ph 4.70 
N 
Sofort 50 NaOH (ecm) 0.10 
“2 NeOH tect . 
2Tag | 50 Na0H (ccm) 2.47 
Synthese (%) 22.1. 


* Zitronengatire ca. ‘‘25N ,, 
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Wie dieser Versuch zeigt, siéht man hier nur die Beein- 
flussung des Ph, Bei allen Sduren ist die Synthese zwar bei 
Ph 4,0 maximal, doch wird diese Menge durch die Verschie- 
denheit der Saéuren nicht verindert. 


Versuch III. 


Dieser Versuch wurde ausgefiihrt, um die Beeinflussung 
der verschiedenen Salze zu ‘betrachten. Die zum Verstiche 
genommenen Salze sind KCN, KCNS, NaF, KF, KJ, KBr, 
KNOs, Ke SO,, KCl und CaCl, und ihre Konzentration ist in 
allen Versuchen 1/7 molar. Ph der Lésung wurde durch die 
Menge der Salzsiure variiert, wie unten in der Tabelle gezeigt. 


‘TABELLE VIII.. 


Na Cl 1 2 | 3 KCN 1 2 3 
Ph 3.17] 4.01| 4.82 Ph 3.07| 4.02| 4.82 
Synthese:(%) | 20.8 | 30.9 | 22.2 ‘Synthese (%) | 20.7 | 30.1 | 19.1 

KONS? old 2 | z | NaF 1 2 3 
Ph 3.12| 4.02] 4.86 Ph 3.17] 3.97] 4.84 
Synthese (9%) | 20.3 | 29.9 | 20.5 Synthese (%) | 21.7 | 30.2 | 21.8 

KF 1 | 2 3 \ KJ 1 2 3 
Ph 3.17| 4.00] 4.82 Ph 3.12] 3.98] 4.84 
Synthese (%) |19.8 | 30.5 | 22:1 Synthese (%) | 21.1 | 30.2 | 21.6 

KBr 1 2 3 KNOz 1 2 3 
Ph 3.19] 3.99] 4.86 Ph 3.12] 3.97| 4.86 
Synthese (%) | 20.6 | 30.8 | 22.2 Synthese (%) |19.8 | 29.6 | 22.0 
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K,80, ees ee 


Ph 3.12 3.99] 4.82 
Synthese (%) | 19.9 | 30.9 | 21.3 


CaCl, 1 2 43 


Ph 3.12| 4.01] 4.84 
Synthese (%) | 21.2 | 29.7 | 21.1 


In diesem Versuche wurde wieder feéstgestellt, dass die Salze 
keinen Einfluss auf.die Synthese ausiiben. Es bleibt. noch’ 
unentschieden, ob die Konzentration der Salze auf irgendeine 
Weise mit der Synthese zusammenhingt. Um dieses Verhiltniss 
zu priifen, habe ich die Wirkung des Calciumsalzes noch einmal 
untersucht und zwar in verschiedenen Konzentrationen bei Ph 4. 


Versuch IV. 


TABELLE IX. 


Material(ccm) = |5.00 5.00 5.00 5.06 5.00 5.00 


1 ; 
Ca Cl2 (Konz. u. ccm) 1.002 1.0042" 1.00 Mol 1.00 1,00 1 Tipe 


4 8 16 | °° 32 
HCl (Konz. u.cem) | 0.30:5N) : 


” 9? ” ? i. vee 
Wasser (ecm) 0.20 
10 % Pepsin (ecm) 0.50 


eee Se SS ee | en 


Phi & 3.97 13.96 |3.96 13.95 -|399 |3.99 


Synthese (%) 29.8 | 29.0 30.4 30.0 20.4 29.0 
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Dieser Versuch zeigt, dass die Konzentration des Calciumi- 
ons die absolute Menge der Synthese nicht verandert. 


Versuch 


Ve 


Da durch die vorigen Versuche ermittelt wurde, dass die 
Elektrolyte keinen Einfluss auf die peptische Synthese ausiiben 


TABELLE X. 
“= 3 
Material (ccm) ~ 6.00 5.00 5.00 
10 (%) Lecithin (cem) 1.00 1.00 1.00 
HCl (Konz. u. ecm) 0.50 ‘5N) 0.30 (5N) 0.20 (SN). © 
Wasser (ccm) 0.00 0.20 0.30 
10 9% Pepsin (ccm) 0.50 0.50 | 0.50 
Ph. 3.14 4.00 4.82 
Synthese (%) 19.8 30.5 20 
TABELLE XI. 
1 2 3 
Material (cem) 5.00 5.00 5.00 
10 % Cholesterin (ccm) 1.00 1.00 1.005: 
HCl (Konz. u. cem). 0.50 (5N, 0.30 (SN) 0.20 (SN) 
Wasser (ccm) 0.00 0.20 0.30 
10 % Pepsin (cem) 0.50 0.50 0.50 
Ph 3.14 4.00 4.82 
Synthese (9%) 18.9 30.0 O12 
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kénnen, wurde das Experiment noch auf Lezithin und Chole- 
sterin ausgedehnt. 

Diese Lipoide wurden als wissrige Suspension zugesetzt, 
die durch Eintropfen der Azeton- resp. Alkohollésung in sie- 
dendes Wasser dargestellt wurde und deren Konzentration un- 
gefahr 10 % betrug. 

Dieser Versuch stimmt mit dem vorigen darin tberein, 
dass das Maximum der Synthese bei Ph 4.0 vorhanden ist und 
die Zusitze keine Einfltisse auf ihre Menge austiben. 


Versuch VI. 


Der Versuch mit Eieralbumin wurde weiter mit Fibrin und 
Edestin wiederholt. Die Konzentration der peptischen Spalt- 
produkte war ungefaihr 30%. Einfachheitshalber fasse ich das 
Ergebnis unten zusammen. 


TABELLE XII. 
Material: Peptisches Verdauungsprodukt des Edestins. 


Na Cl KNO* KCNS Ca Cl: 


Ph Synthese | Ph Synthese | Ph Synthese | Ph Synthese 


% f % % % 
2.09 8.3 2.19 8.3 2.12 6.2 2.28 10.8 
4.03 23.4 3.93 23.6 3.90 23.1 3.95 23.6 
5.94 9.8 5.97 8.3 5.98 6.8 5.90 6.4 


TABELLE XIII. 
Material: Peptische Verdauungsprodukt des Fibrins 


Na Cl KNOs KCNS Ca Cl: 


Ph Synthese | Ph Synthese | Ph Synthese | Ph Synthese 


| | J | | | 


% % 7 % 
3.19 6.6 3.03 9.6 3.05 10.1 3.05 10.0 
4.01 19.2 4.09 19.8 4.10 20.6 4.05 20.2 
5.88 6.0 5.58 10.5 5.80 10.6 5.75 71 


Fibrin und Edestin stehen im gleichen Verhdltnis wie 
Eieralbumin, 
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Versuch 


VI. 


TABELLE XIV. 
Material: Peptische Verdauungsprodukt des Eieralbumins. 


it 2 3 

Material (ecm) 5.00 5.00 5.00 
HCl (Konz. u. ecm) 0.30 (SN) 0.20 (5N) 0.10. (5N) 
Wasser (ccm) 0.20 0.30 0.40 
5% Pepsin (ccm) 1.00 1.00 1.00 
Ph 3.46 3.98 5.25 
4 Y 
S q Sofort 2.45 2.40 2.43 
gS 2, Tag 2.40 2.40 2.41 

Sofort. T. 26°C P. 763 mm 

2. Tag T. 26°C P. 764 mm 

TABELLE XV. 
Material: Peptisches Verdauungsprodukt des Edestins. 
1 a a 

Material (ccm) 5.00 5.00 6.00 
HCl (Konz. u. cem) 0.50 (5N) 0.20 (5N) 0.15 (1N) 
Wasser (ccm) 0.CO 0.30 0.35 
5 9% Pepsin (ccm) 1.00 ~ 1.00 1.00 
Ph aon 3.96 5.39 
A 
$q | Sofort 1.59 1.60 1.62 
AS 
ae 2. Tag 1.57 1.58 BS y/ 

Sosorts — Ts.27°C P. 755 mm 

2. Tag T. 26.5°C P. 753 mm 


Wenn das Pepsin aus Eiweissabbauprodukten die durch 
Trichloressigsiure fallbare Substanz.aufbauen kann, ist es in- 
teressant, die Veranderung der freien Aminostickstoffmenge vor 
und nach der Synthese zu vergleichen. 
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TABELLE YVI. 
Material: Peptisches Verdauungsprodukt des Fibrins. 


(Versuchsgemisch: Material 5.00cem+5 N HCl 0.20cecm+ Wasser 0.30 ccm 
+5 % Pepsin 1.00 ccm.) 


Amino-N (ecm) 
Ph Sofort 2. Tag 


4.06 2.25 2.25 


Sofort. T. 28°C P. 762 mm 
2. Tag” T.) 23°C P. 763 mm 


Der freie Amino-N hat keine Veranderung erfahren. Dio 
Erklirung dieses Ergebnisses wurde schon. oben gegeben. 


a Sead one nee 
me [ns Piro eee a ED 
10%, 
2 
aN 
BS 


I Tag 0 fag W Tag Ww fag 


Laren atTur. 


1. Henriques, V. u. Gjaldbak, I. K., (1941): Z. f. physiol. Chem., 71, 
485. ; 

2. Henriques, V. u. Gjaldbdk, I. K., (1911): Z. f. physiol. Chem., 81, 
493. 

3. Wasteneys, H. u. Borsook, H. (1924): J. biol. Chem., 62, 15. 

4. Wasteney, H. u. Borsook, H., (1925): J. biol. Chem., 62, 633. 

5. Wasteney; H. u. Borsook, H., (1925): J. biol. Chem., 62, 675.: 


* 


= 


UBER DIE BEZIEHUNGEN ZWISCHEN GALLENSAURE, 
SCHLANGENGIFT UND CHOLESTERIN. ° 
I MITTEILUNG. — 
Von 
SADATOMO YONEMURA UND MASAO, FUJIHARA. 
(Aus den Medizinisch-Chenischen Institut zu Okayama 
Vorstand: Prof. T. Shimizu : 
und aus dem Puthologischen Institut zu Okayama 
Vorstand:; Prof. 0. Tamura) 


(Eingegangen am 29. Januar 1926) 


In der Hoffnung, Aufschliisse tiber die Konstitution der 
Gallensiuren zu gewinnen, sind die Chemiker seit langer Zeit 
mit ihnen beschaftigt und erst in neuerer Zeit hat man sich 
der Klarlegung ihrer Struktur genéhert. Sie stehen in nahen 
Beziehungen zu dem Cholesterin. Dass diese beiden Verbin- 
dungen nahe chemische und genetische Beziehungen zueinander 
besitzen, ist schon seit langer Zeit vermutet worden, und Wind- 
aus ist es gelungen, sie experimentell festzulegen. Er hat aus 
einem Cholesterinabkémmling, dem Pseudocholestan C,; Hyg durch 
Oxydation mit Chromsiureanhydrid die Cholansiure Cx Hw Oz 
gewonnen, welche von Wieland aus Gallensiure erhalten worden 
war. Ce ans: 

Andererseits sind unsere Kentnisse tiber die chemische 
Natur der wirksamen Bestandteile des. Schlangengiftes noch 
sehr unvollkommen. Die bisherigen’ Untersuchungen wiber ihre 
ehemische Natur gipfeln in dem Resultate, dass ihre Wirkungen 
auf darin enthalienes Eiweiss oder einen eiweissartigen Kérper, 
das sog. Toxalbumin zuriickzufithren sind. Im Jahre 1906- 
1911 ist es E. Faust erst gelungen, das Kobragift (Ophiotoxin) 
und Klapperschlangengift (Crotalotoxin) von den eiweissartigen 
Stoffen zu trennen und rein zu isolieren. Er gab dem ersteren 
die empirische Formel C,; Hx; O,-, und dem letzteren die’ Formel 
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CuHsOn. Die giftigen Bestandteile der anderen Schlangensifte 
wurden noch nicht chemisch rein: isoliert, und ihre chemische 
Konstitution ist ganz unklar. Man vermutet nur, dass sie 
keinen Stickstoff enthalten. Seit Jahren haben wir das Gift 
der Trigonocephalus blomkoff studiert. Das frische, der lebenden 
Schlange entnommene giftige Sekret stellt eine klare, viskése 
Flissigkeit von hell gelber Farbe dar und reagiert sehr schwach 
sauer auf Lakmus. ‘Es lést sich in Wasser zu einer triiben, opa- 
lisierenden und stark schaumenden Flissigkeit. Diese Lésung gibt 
die Biuret-, Xanthoprotein-, “Adamkiewitz: und Schwefelblei- 
Reaktion, aber nicht die Millonsche Reaktion. Sie entfarbt die 
Kaliumpermanganat-lésung und addiert Brom. Beim Hintrock- 
nen des Giftes im Vacuumexsikkator tiber H,SQ, hinterbleibt eine 
dem Gewicht nach etwa um 1/5 verminderte Menge Trocken- 
_substanz. Dieser Trockenriickstand hat etwa die Farbe des 
urspriinglichen frischen, nativen Giftsekretes und die Form yon 
Schiippchen, ist aber nicht kristallinisch. Der giftige Bestand- . 
teil wird aus ihrer wasserigen Lésung mit Alkohol, Ammonium 
und Magnesiumsulfat sowie durch Schwermetallsalze gefallt. 
Unter der Voraussetzung, dass der giftige Bestandteil gleich 
dem Ophiotoxin sich der die Biuretreaktion gebenden Substanz 
eng anschliesse, bemiithten wir uns, den wirksamen Bestand- 
_ teil von dieser Vetunreinigung zu trennen und chemisch rein 
zu isolieren. Aber wir haben leider mit diesem Versuche kein 
Glick gehabt. Wir fanden, dass dieses Gift mit Kupferacetat, 
Kupferchlorid oder Metaphosphorsiure schwer zu reinigen ist. 
Im Jahre 1920-1922 haben H. Wieland, R. Alles und P. 
Weyland den exakten Nachweiss erbracht, dass das Krétengift 
(Bufotalin) sich von einem Stammmolekiil mit 24 C-Atomen ab- 
leitet, dass es gleich dem Gallensiuren aue 4 hydroaromatischen 
Ringen aufgebaut ist. Bufotalin hat die Zusammensetzung 
CxsH3505. Unter der Voraussetzung, dass das Vipergift auch zu 
den Gallensdéuren chemisch und genetisch in naher Beziehung 
stehe, versuchten wir erst diese Frage physiologisch aufzuklaren. 
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Betreffs der phypsiologischen Wirkung des Cholesterin’ sind 
von vielen Autoren Untersuchungen gemacht worden, aber diese 
sind kaum bekannt. Man weiss wohl, dass das Cholesterin im 
Tierorganismus als freie Form und Fettsiureester vorkommt, 
und seine Menge ist je nach dem physiologischen und pathologi- 
schen Zustand verschieden. Von den anderen Lipoiden wird 
der Cholesteringehalt unter Umstinden beeinflusst. Diesbezitig- 
lich hat Terroine berichtet, dass das Cholesterin und die 
Fettsiure im Blut immer in: bestimmten Mengenverhidltnissen. 
enthalten sind. Die Vermehrung und Verminderung des Cho- 
lesteringehaltes im Tierorganismus weist auf diesen synthetischen 
Aufbau des Cholesterins hin. Bekanntlich haben einige For- 
scher, darunter Lifschitz und Grigaut, die Behauptung auf- 
gestellt, dass das Cholesterin in der Leber in Cholsiure tibergeht, 
und das Cholesterin eine Vorstufe sei, die durch die Tatigkeit der 
Leber leicht in Cholsiure tibergefiithrt werde. Wenn dies zu- 
trafe, so wire verstindlich, warum das Cholesterin im Blut bei 
der Injektion von Gallensiure abnimmt. (Versuch 1-5). Da 
die Bildung von Cholsiure aus Cholesterin durch eine Reihe 
von Zwischenstufer erfolgen miisste, ist nattirlich damit nicht 
ausgeschlossen, dass die Cholsiure in letzter Instanz doch aus 
dieser Quelle stammt. In diesem Sinne muss man wahrschein- 
lich die Verminderung des Cholesteringehalts im Blut bei der . 
Injektion der Gallenséiure deuten, dass nimlich das Cholesterin 
in innigem Zusammenhang mit der Gallensiure steht und zwar 
so dass das Cholesterin durch die Gallensiuren Vertreten wird. 
Wohl hat Tappeiner berichtet, dass Gallensiure im Lymphe 
von Ductus theoracicus gefunden wurde, und nach Croftan 
wurde Gallensiure in den weissen Blutkérperchen angetroffen. 
Neuerdings hahen K, Kaziro und H. Licht den experimen- 
tellen Beweiss erbracht, dass die Cholsiure durch Bakterien im 
Darm abgebaut, als solche resorbiert und wieder zur Synthese 
der Gallensiure in der Leber oder in anderem Gewebe durch 
die Blutbahn weiter beférdert wird. Die Gallensiure wirkt 
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giftig, so kann man kaum erwarten, sie im Serum, zu finden 
und dass sie wie andere toxische Kérper, von den Phagocyten 
(Leukozyten) aufgenommen und von diesen durch den Blutstrom 
zu ihrer Destination getragen werde. Daher ‘wird wahrschein- 
lich die Leukozytenzahl im. Blut bei Injektion von Gallensiure 
herabgesetzt. Aus dem Versuche (6 u. 7) erhellt, dass eine 
innige Beziehung zwischen Gallensiure und Schlangengift vor- 
handen sein muss, und zwar werden beide den Cholesteringehalt 
sowie die Leukozytenzahl im Blute beeinflussen. Es ist. héchst 
wahrscheinlich, dass auch das Gift aus dem Cholesterin stammt. 
Wohl wirkt ein Cholesterinabkémmling, die Dikarbonsaure des 
Cholesterin, stark giftig auf das Protoplasma. Betreffs der 
pharmakologischen Wirkung sind nach Flury die Cholesterin- 
siuren, die durch Oxydation von Cholesterin entstanden. sind, 
in die Gruppe der Cholsdure und des Saponins einzureihen und 
er hat die Behauptung gestellt, dass die Cholesterinsture von 
dem Cholesterin intermediaér abstammen kénne. 


EXPERIMENTELLER TEIL. 


Wir beobachteten erst die haimolytischen und leukolytischen 
Wirkungen der Cholsaure und Desoxycholsaure. . Die hamolyti; 
schen Wirkungen dieser beiden Saéuren an Rinderblutkérperchen 
wurden schon von H. Wieland beobachtet. Wir: verwendten 
Kaninchenblut zum Versuche und stellten alle Versuchsprozesse 
an, wie Wieland sie vorftithrte. Durch mehrmalige Versuché 
wurden fir die pcan ae eed SOLOS folgende Werte 
gefunden. 


1:400_ fir Cholsaures Na. 
—:1:8200 fiir Desoxycholsaures Na. 


Aus diesem Resultat ist ersichtlich, dass diese Sdiuren zweimal 
giftiger auf die Kaninchenblutkérperchen als oo die Ender 
blutkérperchen einwirken. 

Die leukolytischen Wirkungen dieser beiden Sauren wurden 
bisher noch nicht genauer beobachtet. Wir injicierten Pepton- 
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wasser in die Bauchhéhle des Kaninchens, um die Leukozyten 
za gewinnen. Nach 6-7 Stunden bekamen wir mit dem Troi- 
kart eine getriibte Ascitesfliissigkeit, welche reichlich Leukozyien 
enthielt. Um das Verkleben und die Koagulation der Leuko- 
zyten mit Serum zu verhiiten, wuschen wir sie mit 1% Na. 
citrat in physiologischer Kochsalzlésung. Die Leukozyten, welche 
durch das Citratgemisch mittelst der Centrifuge griindlich ge- 
reinigt worden waren, brachten wir in physiologische Kochsalz- 
lésung und bekamen so eine schéne Leukozytensuspension. Das - 
cholsaure Na. und desoxycholsaure Na. wurden natiirlich auch 
in physiologischer Kochsalzlésung in der Konzentration von 
1/100 gelést. Von diesen Lésungen wurden in geometrischer 
Progression steigende Mengen in kleine Reagenzgliser eingefillt 
und tberall auf das Volum 1 ccm verdtinnt; nach griindlicher 
Durchmischung wurden jedem Réhrchen 1 cem der Leukozyten- 
suspension zugeftigt- Alle Réhrchen wurden nochmals griindlich 
durchgeschiittelt, 1 Stunde im Brutschrank bei 37°C eingestellt 
und dann 3 Stunden im Eisschrank gehalten. Danach haben 


Cholstiureversuch 
Verdiinnungsgrad makroskopisch mikroskopisch 

1/150 
1/200 : . 

es eee Lies ai i fast alle Leukozyten zer- 
si dieren Hockig in der Hit; fallen als detritus Messe. 
1/400 ssigkeit. 
1/600 

; einige Leuk 

1/800 leicht flockig. pueda aug 
1/1200 Die Leukozyten sedimen- 

tieren auf dem Boden des fast alle Leukozyten blei- 
1/1690 Reagenzglasses und die Hon fink. 


obenbefindliche Fliissig- 
keit ist ganz klar. 
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wir den Inhalt jedes Réhrchens makroskopisch und mikroskopisch 
untersucht. Die Resultate sind in den beilegenden Tabellen 
angegeben, 

Desoxycholséiureversuch 


Verdiinmnungsgrad | makroskopische Befunde mikroskopische Befunde 


1/150 

1/200. 

1/300 

1/400 Die Leukozyten suspen- 
dieren flockig in der Fli- | {St alle Leukozyten zer- 

1/600 seigkoits fallen als detritus-Masse. 

1/800 

1/1200 

1/1600 

1/2400 " ; ‘| nur einige Leukozyten 

1/3200 leicht flockig Zerfallén. 

1/4800 
Die Leukozyten sedimen- |. 

1/6400 tieren auf dem Boden fast alle Leukozyten blei- 
des Glaschens und die ; 

1/9600 oben befindliche Fliissig- | ben intakt. 

: keitist ganz klar, 
1/12800 


Wir untersuchten auch die haimolytischen und leukolyti- 
schen Wirkungen des Schlangengiftes, aber wegen des Mangels 
an Material konnten wir keine geniigenden Resultate erhalten. 

Weiter beobachteten wir, wie die Cholsiure, Desoxychol- 
siure und das Schlangengift. bei intravenéser’ Injektion 
verandern das Blutbild des Kaninchens. Die: zum Ver- 
suche verfiigbaren minnlichen Kaninchen wurden seit eini- 
gen Tagen mit 200’ Okara gefiittert, und der Cholesterin-, 
Hamoglobin-gehalt, sowie die Leukozyten-und Erythrozytenzahl 
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des Blutes wurden mehrmals untersucht. Erst wenn die obener- 
wihnten Werte des Blutes innerhalb normaler Grenze lagen, 
machten wir mit dem Tiere den Versuch. Jeden Tag injicierten 
wir eine bestimmte Menge der Natriumsalze der beiden Saéuren 


TABELLE I 
Versuch mit Cholsaure. 


ea Erythrozyten | Leukozyten eS Ean 
Normal 68.96 6550000 12500 0.0937 g 
pice ts , 
Injektion | 72 % 6950000 9840 0.0875 
Riis mx 10. % 6912400 5987 0.0843 
Rok. °< 68 96 ~ 6560000 6400 "0.0843 
cae; 69 % 6716000 | ~° 6716 0.0812 
oy a 68 % 6580000 6785. 0.0812 
Be 68 % 6480000 8281 0.0875 


TABELLE II 


Versuch mit Cholsaure. 


Hamoglobin- ae 5 Cholesterin 
gehalt Erythrozyten | Leukozyten im-100ce Bint: 


Normal ORS 6875000 10468: | 0.0968 
injiciert 0.02 g 


1 St. nach der é 
Injektidn 72 % 6950000 5124 C.0843 


3 St. 4 71 % 6460000 5156 0.0843 
ca: Snr 7 Be 6210000 | . 5120. 0.0875, 
8S  ,, 69% =| 7675000 | = 8750. 0.0890 
12 St. ae 69 % 6640000 | “6800 0.0843 


24 St. ie 70 % 7125000 10312 0.0937 
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oder des Giftes und beobachteten die Verinderungen des Blut- 
bildes. Der Cholesteringahalt des Blutes wurde nach der Bloor- 
schen Methode bestimmt der Hamoglobingehalt nach der Sahli- 
schen Methode, die Erythrozyten und Leukozyten wurden mit 
dem Thoma-Zeisschen Blutkérperchenzihlapparat gezahlt. 
Die Resultate sind in den folgenden Tabellen zusammengefasst. 


TABELLE III 
Versuch mit Cholsdure. 


gare in-| Erythrézyten | Leukozyten |,° "00 ce Blut 
Normal 68 % 6550000 12500 0.0937 
ay ae 0.01 g 
1 Tag. 69 % 6850000 5160 0.0812 
of 68 % 6250000 5468 0.0781 
3 70 % 6750000 4531 0.0781 
4 68 % 6500000 4390 0.0781 
5 679 | 6150000 | 4687 6.0781 

TABELLE IV 
Versuch mit Desoxycholsdure. 

eee in- Erythrozyten | Leukozyten a peel 
Normal 70 % 6550000 10000 0.0937 
inficiert 0.01 g 
1 Tag. 69 % 6350000 8440 0.0812 
2 6) % 6425000 7920 0.0987 . 
3 69 % 6460000. - 6562 0.0843 
4 . 63 % 6250000 7364 “0.0875 
5 


68 % 6300000 4218 0.0812 
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TABELLE V 
Versuch mit Desoxycholsaure. 
Hamoglobin- |. ; Cholesterin 
gehalt Erythrozyten | Leukozyten in 100ce Blut 
Normal 69 % 75000 10900 0.0987 
injiciert 0.01 g 
pro die ; 
1 Tag. 67 % 6125000 6875 0.0843 
2 69 % 6475000 6093 0.0827 


TABELLE VI 
Versuch mit Schlangengiift. 


Normal 
injiciert 0.5 mg 
pro die 
1 Tag. 


2 


3 


Hamoglobin- 


gehalt Erythrozyten | Leukozyten | Cholesterin 
70 % 7100000 11800 0.0237 
68 % 6240000 4218 0.0781 
68 % 6500000 7906 0.0875 
69 % 6500000 7031 0.0812 


TABELLE VII 


Versuch mit Schlangengilt. 


Normal 
injiciert 0.5 mg 
pro die 

1 Tag. 

2 


3 


parece 1n- | Erythrozyten 
69 % 6725000 
68 % 6550000 
69 % 6725000 
68 % 6400000 


Leukozyten | Cholesterin 
10448 0.0922 
5781 0.0781 
6031 0.0781 
7500 0.0781 
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ZUSAMMENFASSUNG. 


1 Cholsiure und Desoxycholsiure wirken auf Kaninchen- 
blutkérperchen stark himolytisch, ihre Wirkung auf Kaninchen- 
blut ist zweimal stiirker als auf Rinderblut. 

2 Sie wirken auf Leukozyten auch stark plasmolytisch, 
und ihre Grenzkonzentration liegt bei 1/800 fir Cholsatire 
und bei 1/8200 fir Desoxycholsaure. 

83 Cholsiure, Desoxycholsiure und das Gift der T'rigoce- 
-phalus blomhof vermindern den Cholesteringehalt und die 
Leukozytenzahl beim Kaninchen, wenn sié intravenés injiciert 
werden. 
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DER EINFLUSS DER NEUTRALSALZE AUF DAS 
POTENTIAL VON GLYKOKOLLOSUNGEN 
GEGEN DIE WASSERSTOFFELEK TRODE. 


Von 


S, KAWAI, 


(Aus dem biochemischen fnstitit der Aichi Medizinischen Akademie 
zu Nagoya, Direktor: Professor Dr. L. Michaelis.) 


(Eingegangen am 15. Februar 1926). 


Fiir das Verstandnis des Ionengleichgewichtes in physiologi- 
schen Flissigkeiten kann man als eine der wichtigsten Grund- 
lagen eine Gleichung betrachten, die man als die ,, vereinfachte 
Puffergleichung ‘‘ bezeichnen kann, nimlich 


ee [freie Sdure] re ity 
[Salz dieser Sdure] — NS) 
oder in Worten: in einem Gemisch einer schwachen Sdure mit 
ihrem Alkalisalz ist h, die Konzentration der H-Ionen, propor- - 
tional dem Verhiltnis der Konzentration der freien Séiure zu 
der ihres Alkalisalzes, wobei der Proportionalitatsfactor k die 
Dissociationskonstante der Saéure ist. Diese Gleichung stellt nur 
eine erste Annaéherung dar. Die Abweichungen, welche sich 
fanden, wenn man h elektrometrisch bestimmte und fiir k den- 
jenigen Wert einsetzte, wie er sich z. B. auf Grund von Leit- 
fihigkeitsmessungen an den Lésungen der reinen Séure in ver- 
schiedenen Konzentrationen nach Ostwald ergab, wurden bis 
vor kurzem dadurch erklirt, dass man die Salze als unvollkom- 
men elektrolytisch dissociert betrachtete. Ist 5 der Dissociations- 


grad des Salzes, so lautet die korrigierte Gleichung 
= k ops 
Sy ) 


Die Berechtigung dieser Korrektur liess sich in bekannter 


h 
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Weise theoretisch scheinbar einfach durch die Annahme unvoll- 
stiindiger Dissociation des Salzes erweisen. 6 ist der Dissocia- 
tionsgrad des Salzes. Nachdem wir auf Grund der Untersuchung 
von Milner, Bjerrum, Ghoch, erkannt haben, dass alle 
Methoden, welche den Dissociationsgrad der Salze messen, soll- 
ten, triigerische Resultate geben, und nachdem wir es sogar 
fir wahrscheinlich halten, dass die meisten Salze in allen Kon- 
zentrationen immer total dissociert sind, ist die physikalische 
Deutung des Korrekturfactor illusorisch geworden. Wir schrei- 
ben daher die korrigierte Puffergleichung besser in der Form 


hake, wobei wir erstens unter h nicht’ mehr die eigentliche 


Konzentration der H-Ionen verstehen, sondern die sogenannte 
Aktivitét derselben, wie sie sich aus Messungen von Konzentra-. 
tionsketten ergibt, und wobei wir zweitens den Proportional- 
itdtsfactor k! als eine Grésse betrachten, welche nur ungefahr, 
aber nicht genau, gleich der Dissociationskonstante ist, und 
sich dieser um so mehr annéhert, je elektrolytarmer die gesamte 
Lésung 1st. Ohne an die Aufgabe heranzugehen, wie die Ver- 
Anderung von k zu k’ physikalich zu deuten ist, kann man 
sich zunichst darauf beschranken, empirisch zu ermitteln, in 
welcher Weise k’ durch die Konzentrationen und die Art der in 
der Lésung: befindlichen Ionenarten beeinflusst wird. In diesem 
Sinne haben Michaelis und Krtiger™ untersucht, wie k’ fir 
Phosphorsiure beeinflusst wird, wenn in einer sehr verdiinnten 
Phosphatpufferlésung sich gleichzeitig Neutralsalze verschiedener 
Art und Konzentration in der Lésung befinden. Dasselbe 
untersuchten Michaelis und Kakinuma™ fir das k! der 
Essigsiure und, der Milchséiure, wahrend Michaelis und 
Mizutani® die hiermit in naher Beziehung stehende Frage 
untersuchten, wie das Ph einer verdiinnten HCl-Lésung durch 
die Gegenwart von Neutralsalzen beeinflusst wird. Es erschien 


1) Biochem. Zeitschr. 119, 307 (1921). 
2) Biochem. Zeitschr. 141, 394 (1923). 
3) Zeitschrift f. physikal. Chem. 116, 135 (1925). 
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nun als eine witinschenswerte Aufgabe, auch einmal die Be- 
einflussung des k’ eines amphoteren Elektrolyten durch Neutral- 
salze zu untersuchen. Bei diesem haben wir zu unterscheiden 


_ zwischen k,’, welches sich auf die Siéure-Eigenschaft des Ampho- 


lyten, also in alkalischer Lésung, und k, , welches sich auf die 
basischen Eigenschaften des Ampholyten, also in saurer Lésung, 
bezieht. Die erste Reihe der Untersuchungen: wurde daher 
ausgefiihrt an einer Mischung, welche an Glykokoll-Natrium 
und an freiem Glykokoll je 0.05n war und daneben Neutral- 
salze in wechselnder Art und Konzentration enthielt, und die 
zweite Versuchsreihe ganz entsprechend mit einer  Lésung, 
welche je 0.25 n an Glykokoll-Chlorhydrat und freiem Glykokoll 
war. 

Die Methode der Ph-Messung war genau die in den frii- 
heren Arbeiten unseres Laboratriums beschriebene. Als Ablei- 
tungselektrode wurde eine gesiittigte Kalomelelektrode benutzt, 
deren Potential an jeden Versuchstage gegen eine Wasserstoff- | 
elektrode mit Standard-acetat geeicht wurde. Die Diffusions- 
potentiale wurden nach der Methode von Michaelis und 
Fujita™® eliminiert, die Elektroden befanden sich in einem. 
Luftthermostaten, welcher in der Nahe von 18° auf eine be- 
stimmte Temperatur eingestellt wurde. Wir beginnen mit der 
Beschreibung der Resultate fiir die Versuche in saurer Lésung. 
In jedem Versuch wurde eine Lésung benutzt, welche pro Liter 
0.1 Mol Glykokoll und 0.05Mol HCl enthielt, und daneben 
die in den Protokollen vermerkte Konzentration verschiedener 
Neutralsalze. | 

Alle diese Priiparate wurden aus den besten Kahlbaum- 
schen Praiparaten durch Umkristallisieren gewonnen. Tabelle 
I und Diagramm 1 zeigen den Einfluss der K-Salze verschie- 
dener Anionen. Es ist jedesmal das gefundene Ph _notiert, 


welches = —log k gesetzt werden kann (ky ist das Ionon- 


b 


_ produkt des Wassers), denn da das Glykokoll und sein Salz im 


1) Biochem. Zeitschr. 142, 398 (1923). 
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Verhiltnis von I: 1 zugegen sind, wiirde Poa=—log ky’ sein, 
woraus die obige Beziehung sich sofort ergibt. Wir erkennen 
. aus den Versuchen, dass der Einfluss der vier untersuchten 
Anionen sehr gering ist. Bis zu 0.5 Mol. Konzentration schei- 
nen die Kurven ein wenig anzusteigen, jedoch tberschreitet. 
dieser Anstieg nicht mit Sicherheit die Fehlergrenze der Mes- 
sung. In héheren Konzentrationen senken sich die Kurven, 
jedoch tiberschreitet auch diese Anderung die Fehlergrenzen 
nicht sicher. Tabelle II und Diagramm 2 zeigen die Wirkung. 
der Chloride verschiedener Kationen. Hier ist der Einfluss. 
viel grésser; die Kurven laufen im allgemeinen nach abwiarts, 
~ nur bei RbCl und KCl ist in niederen Konzentrationen ein. 
geringer Anstieg zu bemerken. Die Alkaliionen ordnen sich 
mit grosser Deutlichkeit gemiiss ihrem Atomgewicht in dem 
Sinne, das Rb den kleinsten und Li den gréssten Einfluss 
hat. Die zweiwertigen Kationen Mg, Ca, und Ba stehen in 
Bezug auf die Grésse ihrer Wirkung etwa in der Gegend von 
Na bis Li: man kann nicht sagen, dass ihre Wirkung 
prinzipiell gréssér sei als die der einwertigen Ionen. Dieser — 
Vergleich bezieht sich immer auf Aquivalentkonzentrationen,. 
nicht auf Molarkonzentrationen. Ferner ist bemerkenswert, 
dass der Unterschied der drei untersuchten zweiwertigen Ionen 
‘untereinander viel kleiner ist als der einwertigen untereinander. 
Der Sinn der Beeinflussung ist im allgemeinen derart, dass. 
die basische Dissociationskonstante. des Glykokoll durch die. 
Salze verkleinert wird, wenn es tiberhaupt erlaubt ist, sich’ so- 
auszudriicken. . : 

Die zweite Gruppe von Versuchen. bezieht sich auf die 
Séurekonstante, k,. Die Lésungen enthalten sémtlich pro Liter 
0.1 Mol Glykokell und 0.05 Mol méglichst kohlensaurefreie 
Natronlauge. Beginnen wir wieder mit. der Wirkung der K- 
Salze-verschiedener Anionen, so sehen wir aus Tabelle III und 
Diagramm 3, dass, wie vorher, eine Variation in der Art und 
Menge der Anionen keine Veriinderung des Ph bewirkt, welche 
mit Sicherheit die Fehlergrenzen der Messting tberschreitet. 
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Dagegen zeigt sich in Tabelle IV und Diagramm 4 wieder eine 
grosse Verschiedenheit in der Wirkung variierter Kationen. 
Was die einwertigen Alkaliionen betrifft, so ist wiederum eine 
deutliche Reihé nach fallendem Atomgewicht zu bemerken, 
wenigstens unterscheidet, sich Li stark von den tibrigen Alkali- 
ionen. Das auffalligste ist hier die Reihenfolge K, Rb, Na, Li, 
d.h. Rb steht an einer Stelle, die seinem Atomgewicht nicht 
entspricht. Da die Unterschiede nicht gross sind, kénnte man 
geneigt sein, dies auf einen Versuchsfehler zuriickfihren. -Ins- 
besondere wird man daran.denken miissen, dass die Elimina- 
tion der Diffusionspotentiale selbst nach der hier angewendeten 
Methode von Michaelis und Fujita ‘nichts Vollkommenes 
darstellt und eine gewis¢ Unsicherheit ins Betrage von einigen 
Millivolt bestehen bleiben ldsst. Aber dennoch bleibt die auf- 
fallige Tatsache bebtehen, dass sich eine solche unregelmis- 
sige Stellung des Rb sonst unter gleichen Versuchsbedingungen , 
und bei gleichen Fehlerquellen nicht zeigt; z. B. bei Acetatpuf- 
fer und Lactatpuffer,” bei Phosphatpuffern,” sowie auch hier 
in unserm Versuch mit saurer Glykokolllésung ist die Stellung 
des Rb ganz normal. Bei den zweiwertigen Ionen finden ‘wir 
eine deutliche Wirkung ‘von Ba und Ca, welche untereinander 
nur wenig verschieden sind und diejenige des Li nicht erreichen. 
Auffallig ist die sehr starke Wirkung des Mg, jedoch. ist die 
Deutung dieser Erscheinung dadurch kompliciert, dass man 
MgCl, nicht mehr zu den. eigentlichen Neutralsalzen rechnen 
kann. Die Verminderung des Ph durch MgCl, beruht wahr- 
-scheinlich zum Teil auf der sauren Reaktion seiner wasserigen 
Lésung und nicht allein auf einer Beeinflussung der Kigen- 
-schatten des Glykokoll. In den vorangehenden Untersuchungen 
in salzsaurer Liésung war dieser”Umstand von nichtso grosser 
Bedeutung, weil die Hydrolyse des. MgCl, durch HCl unter- 
driickt wird; wie vollsténdig unter den gegebenen Bedingungen 
dies der Fall ist, ist allerdings nicht zu unterscheiden. 

Der Sinn der Wirkung der verschiedenen Kationen besteht 
in einer Verkleinerung des Ph, also in einer Vergrésserung der 
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Saéurekonstante des Glykokoll. Die Salze im allgemeinen ver- 
kleinern also die Basenkonstante und vergréssern die Séurekon- 
stante des Glykokoll, wobei diese Ausdriicke in dem gewéhn- 
lichen friihren Sinne benutzt werden und die durch die neuesten 
Arbeiten von Bjerrum™ tiber die Eigenschaften der Ampholyte 
zweifellos erforderlich gewordenen Veranderungen der Nomen- 
klatur nicht beriicksichtigt werden. Einfacher ausgedriickt, 
besteht die Wirkung der Neutralsalze darin, dass eine Glykokoll- 
lésung durch Zusatz von Neutralsalzen stets saurer wird als 
sie ohne Neutralsalze ist. In dieser Weise wird das allgemeine 
Resultat am einfachsten wiedergegeben. 

Es ist von Interesse, den Einfluss der Neutralsalze auf die 


Aktivitat des Glykokoll zu vergleicherf fait dem auf andere, ein- | 


fache Sdéuren und Basen. Der Einfluss auf Sdéuren untergleichen 
Versuchsbedingungen ist von Michaelis und Krtiger, sowie 


Kakinuma fir Phosphorsiiure, Essigsiure, Milchséiure unter-. 


sucht, wenigstens wurde die Variation der Kationen der Neutral- 
salze in diesen Arbeiten untersucht. Der Einfluss ist derselbe wie 
der auf das Glykokoll in saurer Lésung; Neutralsalze vermindern 
das Ph des Puffe rgemisches der betreffenden Saéiure, und zwar 
steigt diese Wirkung in der Reihe der Alkalikationen von Rb 
bis zum Li. Uber die Wirkung verschiedener Anionen unter 
_ gleichen Bedingungen liegen noch nicht gentigend Versuche vor. 


Wir ergianzten die Versuche mit Acetatpuffer und Neutralsalzen . 


yon K mit variierten Anionen. Die Unterschied der Wirkung 
der untersuchten Anionen war sehr klein, in Ubereinstimmung 
mit den Versuchen beim Glykokoll. 

Uber den Einfluss der Neutralsalze auf das Ph von basi- 
schen Puffern liegen noch keine Versuche vor. Wir stellten 
deshalb die folgenden Versuche mit einem Puffer von 0.02n 


NH,+0.02 n NH,Cl an und fanden, dass alle Neutralsalze auch. 


hier eine deutliche Wirkung haben, indem sie das Ph fast stets 
vermindern, also in demselben Sinne wie bei saurem Puffer. 
Nur bei KCl findet sich eine Erhéhung des Ph. Eine Varia- 


1) Zeitschr. {. physk. ‘Chem. 104, 147 (1923). 


of — 


Der Einfluss der Neutralsalze auf das Potential. 107 


tion der Anionen macht auch hier sehr wenig aus, dagegen 
zeigt sich ein deutlicher Unterschied bei den Kationen, und 
zwar finden wir hier wieder die Tatsache, dass Rb nicht an 
der Spitze der Alkali-Kationen steht, sondern, eben so wie Na, 
zwischen K und Li. 

Vergegenwirtigen wir uns jetzt folgende Tatsachen betr. 
der Rb-Wirkung. Rb steht an der richtigen Stelle der Reihe 
der Alkalimetalle bei Sauren, und bei saurer Glykokoll-Lésung; 
Es steht an der falschen Stelle der Alkali-Reihe bei Ammoniak, 
sowie bei alkalischer Glykokoll-Lisung. 

Es liegt also die Annahme nahe, dass es sich bei Glykokoll 
in saurer Lésung um eine Dissociation in der Sduregruppe, in 
alkalischer Lésnng um. eane solche in der Aminogruppe han- 
delt. Dies steht im Gegensatz zu der alten Vorstellung tiber 
die Dissoziation des Glykokoll, aber in Ubereinstimmung mit 
der neueren Auffassung von Adams” und Bjerrum® 


TABELLE I. 


Einfluss der K-Salze yersehiedener Anionen auf die Aktivitat des 
Glykokoll in sauren Lo6sungen (also Glykokoll als Base) 


Puffer=0.05n Glykokoll+0.05n Glykokoll-Natrium 


e Standade | Pa |. gegen | Ph .|, Millivot | py 
Acetat . Puffer gegen 
1. 515.5 (192) | 4.62 | 376.5 (19.2) | 2.304 
2. 515.5 (19.2) | 462 | 376.5 (19.2) | 2.30 
01.0n KC] | 0.5n KCl 0.1n KCl 
1. | 376.2 (19.2) | 231 | 377.0 (9.1) | 2.32 | 376.8 (19.1) | “2.31 
376.1 (19.2) | 2.81 | 377.2 (19.1) | 2.32 | 376.8 (19.1) | 2.31 
1.0n KBr 0.5n KBr 0.1n KBr 
1. 376.2 (19.2) 2.30 | 377.6 (19.1) | 2.32 | 377.6 (19.0) | 2.32 
2. 376.2 (19%2)| 2.30 | 377.5 (19.1) | 2.82 | 377.7 (19.0) | 2.39 


1) Journ. Amer. Chem. Soi. 38, 1503, (1916). 
2) Zeitsch. f. physikal. Chemie. 104, 147. (1923). 
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Millivolt gegen .| Millivolt i, Millivolt 


Standard- — Ph gegen Ph Ph 
Acetat Pufter gegen 
1.00n KI 0.5n KI 0.1n KJ 


1, | 375.2 (19.1) | 2.28 | 377-4 (191) | 2.82 | 377.6 (19.1) | 2.32 
375.2 (19.1) 2.28 | 377.5 (19.1) | 2.32 | 877.6 (19.1) |. 2.32 
1.0n «KNO,; 0.5n KNO, 0.1n KNOs| — 

te 377.0 (19.0) | 2.32 | $77.8 (19.0) | 2.33 | 377.0 (19.1) | 2.33 

2. 377.0 (19.0) 2.32 | 377.8 (19.0) | 2.33 | 377.8 (19.1) | 2.83 


Diagramm 1. 


Einfluss der K-Salze verschiedener Anionen auf die Aktivitat 
des Glykokoll in saurer Lésung. 


Der Einfluss der Neutralsalze auf das Potential. 109 


TABELLE II. 


Einfluss der Chloride verschiedener Salze auf die Aktivitat des 
Glykokoll in saurer Lésung. (also Glykokoll als Base) © 


Puffer =0.05 n Glykokoll+0.5 n Glykokoll.Natrium 


Millivolt 


Beaniardssctas| FE | gegen || PRI pee |) FB 
515.5 (19.0) | 4.62 | 378.2 (19.0) | 2.32 
515.5 (19.0) | 4.62 | 378.2 (19.0) | 2.32 
1.0n KCl 0.5n KCl 0.1n KCl 
376.3 (19.0) | 231 | 877.2 (19.1) | 2.38 | 378.3 (1.90) | 2.35 
376.0 (19.0) | 2381 | 377.0 (19.1) | 2.88 | 378.5 (19.0) | 2.35 
1.0n NaCl 0.5n NaCl 0.1n NaCl 
373.0 (18.9) | 2.23 | 375.0 71.90) | 2.29 | 877.8 (19.0) | 2.34 
373.0 (18.9) | 2.23 | 375.4 (19.0) | 2.29 | 377.8 (19.0) | 2.34 
1.0n RbCl 0.5n RbCl 0.1n RbCl 
377.3 (19.1) | 2.32 | 377.8 (19.0) | 2.34 | 378.5 (19.0) | 2.31 
377.3 (191) | 2.32 | 877.8 09.0) | 2.34 | 378.7 (19.0) | 2.31 
1.0n LiCl 0.5n LiCl . 0.1n LiCl 
370.8 (18.9) | 2.19 | 373.2 (19.0) | 2.26 | 375.5 (19.0) | 2.31 
371.0 (19.0) | 2.19 | 378.2 (19.0) | 2.26 | 375.5 (19.0) | 2.31 
1.0n BaCl, 0.5n BaCl, 0.1n BaCl, 
367.5 (19.2) | 210 | 873.7 (19.0) | 2.26 | 376.0 (19.3) | 2.32 
367.7 (19.2) | 2.10 | 373.5 (19.0) | 2.26 | 376.3 (19.3) | 2.32 
1.0n CaCl, 0.5n CaCl, 0.1n CaCl, 
368.3 (19.2) | 2.14 | 374.2 (188) | 2.27 | 375.5 (19.2) | 2.31 
368.5 (19.2) | 2.14 | 374.4 (19.8) | 2.27 | 375.5 (19.2) | 2.31 
1.0n MgCl, 0.5n MgCl, 0.1n MaCl, 
363.8 (19.2) 2.03 | 374.0 (18.9) | 2.67 | 376.4 (19.2) | 2.32 
363.8 (19.2) | 2.08 | 374.0 (19.0) | 2.67 | 376.4 (19.2) | 2.32 
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Diagramm 2. 
Einfluss der Chloride verschiedener Kationen auf die Aktivitat 
des Glykokoll in saurer Lésung. 


TABELLE III. ; 
Einfluss der K-Salze verschiedener Anionen auf die Aktivitat des 
Glykokoll in alkalischer Losung (also Glykokoll. als Saure). ~ 
Puffer=0.05n Glykokoll+0.05 n Glykokoll-Natrium. 


Ss Millivolt +17: 
Beanterdacsar 2D [ee gegen # JOePE a ea ee ioeen 
1. | 515.5 (18.59) | 4.62 | 997.0 (18.59) | 11.12]. 
2, | 515.5 (185°) | 4,62 | 887.0 (18.5°) | 11.12 
1.0n KCl’ [ 0.5n KCl 0.1n KCl 
1. | 886.0 (18.5°) | 11.10 | 886.9 (18.5%) | 11.11 | 887.2. (18.6°) | 11.14 
2. | 86.0 (18.5°) | 11.10 | 886.5 (185°) | 11-11 | 88.72 (18.6) | 11.14 
1.0n KNOs 0.5n KNO, 0.1n KNO, 

1. | 887.0 (185°) | 12.15 | 887.5 (185°) |’ 11.14 | 887.5 (18.59) | 11.14 
2. | 887.0 (185°) | 11.15. | 887.5 -(18.5°) | 11.14] 887.5 (18.5) | 11.14 
1.0n KJ “| 0,5n KJ O.1n KJ 
“1. | 886.0 (18.42) | 11.11 | 886.0.(18.5°) | 11.10 | 886.5 (18.5) | 11.13 
2. | 886.0 (18.4°) | 11.11 | 886.0 (18.5°) | 11.10 | 886.5 (18.5) | 11.13 

"| 1.0n KBr | 0.5n KBr 0.1n KBr 
1. | 884.5 (186°) | 11.10 | 885.8 (18.67) | 11.11 | 887.2 18.62) | 11.14 
2. | 884.5 (18.6) | 11.10 | 885.8 (18.6) | 11.11 | 887.2 8.6) | 11.14 
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Diagramm 3. 


O1n L0n 


TABELLE IV. 
Einfluss der Chloride verschiedener Kationen auf die Aktivitat des 
Glykokolls in alkalischer Lésung (also Glykokoll als Saure) 
Puffer=0.02 n Glykokoll+0.02 n Glykokoll-Natriura 


all Millivolt 
Millivolt gegen fae 
Standardacetat| PB Bees Ph Eaty ol eceD. Ph : 


515.5 (20.5 ) 
515.5 (20.5 ) 
1.0n KCl 
905.9 (20.5 ) 
905.5 (20.5-) 
1.0n RbCl 
903.8 (20.5 ) 
904.0 (20.5 ) 
1.0n NaCl 
898.3 (20.6 ) 
898.1 (20.6 ) 
1.0n LiCl 
857.0 (20.4 ) 
857.9 (20.4 ) 
1.0n CaCl, 
870.9 (20.5 ) 
870.8 (20.5 ) 
1.0n MgCl, 
897.7 (20.8 ) 
897.7 (20.8 ) 


9.49 : 


9.49 


909.0 (20.5) 
909.0 (20.5) 
0.6n KCl 

907.1 (20.3) 
907.1 (20.3) 
0.5n RhCl 


906.1 (20.3) |, 


906.1 (20.3) 
0.5n NaCl 
902.8 (20.3) 


- 902.8 (20.3) 


0.5n LiCl 
868.5 (20.4) 
869.0 (20.4) 
0.5n CaCl, 
881.6 (20.5) 
881.8 (20.5) 
0.5n MgCl, 
811.9 (20.8) 
813.0 (20.8) 


9.75 


0.1n KCl 
909.0 (21:0) 
908.8 (21.0) 
0.1n RbCl 
906.8 (21.0) 
906.5 (21.0) 
0.1n NaCi 


905.2 (21.0) 


905.3 (21.0) 
0.1n LiCl 
894.0 (21.0) 
894.9 (21.0) 
0.1n CaCl, 
896.8 (21.5) 
896.1 (21.5) 
0.1n MgCl, 
833.5 (21.3) 


9.78 | 832.5 (21.1) 


11.18 
11.18 


10.10 
10.07 
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Diagramm 4. 


Einfluss der Chloride verschiedener Kationen auf die Aktivitat 
des Glykokolls in alkalischer Lésung. 
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TEBELLE V. 


Die Wirkung der Anionen auf den Dissociationszustand von Essigsiure. - 
Puffer: 0.02n Essigsiure +0.02n Essigsaures Natrium. 


it 


Millvolt gegen 


Standard 
Acetat 


515.0 (19.5) 


515.5 (19.5) 
In KCl 
509.0 (19.5) 
509.1 (19.5) 
In BrCl 
507.6 (19.5) 
507.9 (19.5) 
in KNO, 
510.4 (19.5) 
510.5 (19.5) 


Millivolt g. 
Puffer 


516.5 (19.5) 
516.4 (19.5) 
0.5n KCL 
510.7 (19.5) 
510.6 (19.5) 
0.5n BrCl 
510.6 (19.5) 
500.6 (19.5) 

0.5n KNO, 
510.6 (45.4) 
510.6 (19.5) 


Ph 


4.65 


4.65 


4.54 


“Ph 
0.1n KCl 
513.8 (19.5) | 4.59 
513.3 (19.5) | 4.59 
0.1n BrCl 
513.3 (19.5) | 4.59 
513.1 (19.5) | 4.59 
0.1n KNO, 
513.4 (19.5) | 4.59 
513.6 (19.5) | 4.59 
0.2n K,SO 
512.2 (19.5) | 4.57 
. 512.4 (19.5) | 4.57 
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TABELLE VI. 
Einfluss der Cloriden verschiedener Kationen auf die Aktivitat der NH, 
Puffer =0.02n NH;+0.02n NH,Cl. 


Oln 


Diagramm 6. 


= Millivolt Millivolt 
Milivolt gegen} py gegen: Ph gegen Ph 
Standardacetat Puffer Puffer 
ilo 616.0 (19.0) 4.62 793.7 (19.0) 9.41 
Ze 516.0 (19.0) 4.62 793.8 (19.0) 6.41 
1.0n KCl 0.5n KCl 0.1n KCl 
804.0 (19.0) 9.60 797.2 (19.0) 795.5 (19.0) 
803.5 (19.0) 9.60 797.2 (19.0) 795.5 (19.0) 
1.0n BbCl 0.5n RbCl 0.1n RbCl 
ie 796.5 (19.0) 9.47 795.5 (19.0) 794.4 (20.0) 
2. 796 5 (19.0) 9.47 795.5 (19.0 794.2 (20.0) 
1.0n NaCl 0.5n NaCl 0.1n NaCl 
798.0 (19.0) 9.49 796.2 (19.0) 794.5 (20.0) 
797.5 (19.0) 9.49 796.2 (19.0) 794.4 (20.0) 
1.0n CaCl, 0.5n CaCl, 0.1n CaCl, 
791.3 (19.0) 9.37 792.8 (19.0) 791.8 (20.0) 
791.3 (19.0) 9.37 792.9 (19.0) 792.1 (20.0) 
1.0n LiCl 0.5n LiCl 0.1n LiCl 
789.0 (19.0) 9.36 790.9 (19.9) 791.8 (20.0) 
789.0 (19.0) 9.36 791.2 (19.0) 791.8 (20.0) 
1.0n MgCl, ‘| 0.5n MgCl, 0.1 MgCl, 
783.0 (19.0) 9.23 787.5 (19.0) 789.3 (20.0) 
783.2 (19.0) | - 9.23 787.5. (19.0) 789.5 (20.0) 


O5N 
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TABELLE VII. 


Einfluss der K-Salze verschiedener Anionen auf die Aktivitat der NH, ~ 


Puffer=0.02 NH,+0.02n NH,Cl. 


Millivolt 


eictroemend TE epee | Pes) MURS | Pe 
1. 516.0 (20.0) 4.62 763.7 (19.0) | 9.41 
2. 516.9 (20.0) 4.62 793.7 (19.0) | 9.41 ; 
10n KCl 0.5n KCl 0.1n KCl 
1. 804.0 (19.0) 9.60 797.2 (19.0) | 9.49 795.5 (19.0) | 9.45 
2. 803.5 (19.0) 9.60 797.2 (19.0) | 9.49 795.5 (19.0) | 9.45 
1.0n KBr 0.5n KBr _0.1n KBr 
if 803.3 (19.0) 9.59 | 796.0 (19.0) | 9.46 | 795.5 (19.0) | 9.45 
2. 803.3 (19.0) 9.59 796.5 (19.0) | 9.46 795.5 (19.0) | 9.45 
1.0n KNO; 0.5n KNO; 0.1n KNOs 
1 = = 795.5 (19.0) | 9.45 794.5 (19.0) | 9.45 
2. = — 795.5 (19.0) | 9.45 794.4 (19.0) | 9.45 


Diagramm 7. 
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STUDIEN UBER DIE WASSERREINIGUNG. 


IVY, Mitteilung. 
Die Adsorption yon Neutralsalzen durch Kambara-Erde. 


Von 


SHU OIKAWA.. 
(Aus dem hygienisch-bakteriologischen Institute der 
medizinischen Akademie zu Niigata ) 
(Eingegangen am 18. Februar 1926.) 


_ Der Hauptzweck dieser Mitteilung ist ein Bericht tber 
systematische Beobachtungen der durch Kambara-Erde_ hervor- 
gerufenen Adsorption der Neutralsalze, welche mit der hygieni- 
schen Beurteilung des Trinkwassers innig zusammenhingen. 

Es ist bekannt, dass Neutralsalze in viel geringerem Masse 
adsorbiert werden, als Séuren, Alkalien und andere kapillarak- 
tive Stoffe (Freundlich). Ausserdem dissoziiert das Salz der 
Lésung im allgemeinen in die Ionen. Bei der Adsorption der 
Elektrolyte durch einen polaren Adsorbens wie Kambara-Erde 
(nicht aber durch einen apolaren wie Kohle) beteiligt sich 
nicht nur die Oberflichenaktivitét, sondern auch der elek- 
trochemische Faktor, die Ladung der Adsorbentien und der 
Tonen. : 


I. ApsorpPrion von ANIONEN. 
A. Chior. 


Dezinormale und zentinormale Lésungen von Natrium- 
chlorid,, Kaliumchlorid, Ammoniumchlorid, Lithiumchlorid, 
Calciumchlorid und Aluminiumchlorid wurden hergestellt. “Je 
10 ccm dieser Lésungen wurden mit bestimmten Mengen von 
Kambara-Erde (Odo, Otsuki und Akadani) bei 10°C fiinf Minu- 
ten lang geschiittelt und darauf filtriert. Die Chlormenge wurde 
vor und nach der Adsorption bestimmt. 
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TABELLE I. (A) 


Menge der - Chlormenge in 10 ccm (mg): 

: eee Art d. PH der 
1en | Adsorbenda Filtrate 

vor d. nach d. s 
(8) Adsorption | Adsorption adsorbiert 
_]. .Odo-Erde. 

0.1 Aqua 0 0.065 
0.5 destillata 0 0.060 
1.0 a 0 0.045 
2.0 #: 0 0.045 6.0 
0.1 NaCl eo 27 0.13 5.2 
0.5 2 z 2.09. 0.21 5.0 
1.0 ah le oi: 2.07 0.23 4.8 
2.0 ie a 2.08 0.22 4,4 
1.0 ns 23.0 23.0 0 
2.0 7 9? ” 0 
0.1 KCl Deo OG: 0.17 5.0 
0.5 = a 2.13 0.17 4.8 
1.0 - e 2.15 0.15 4.6 
2.0 s a 2.11 0.19. 4.4 
0.1 ns 23.0 23.0 0 4.2 
0.5 ie . ca 0 4.0 
1.0 = - Fr 0 3.8 
2.0 as - ee 0 3.6. 
0.1 NH,Cl 233 2.16 0.14 Se. 
0.5 re 7 2.16 0.14 5.0 
1.0 bt - 2.12 0.18 4.8 
2.0 % - 2.17 0.13 4.6 
0.1 LiCl 2 2.21 0.09 5.2 
0.5 . is 2.28 0.02 5.2 
1.0 e % 2.24 0.06 4.8 
2.0 Be se 2.24 0.06 4.6 
0-1 CaCl, 35 2.14 0.16: 4.8 
0.5 : es 2.16 0.14 4.4: 
1.0 Si 5 2.16 0.14 4.2 
2.0 i 2.15 0.15: 4.0 
1.0 z 23.0 23.0 0 
2.0 
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_ 'TABELLE I. (B) 


. Menge der. Chlormenge in 10 ccm (mg) ; 
Adsorben- A — d. q eee PH der 
tien orbenda : Filtrate 
vor d. nach d. . 
{g) Adsorption | Adsorption adsorbiert 
2. Otsuki-Erde. 

0.1 Aqua 0 0.01 

0.5 destillata 0 0.045 

1.0 pee 0 0.045 

2.0 6 0 0.025 6.0 
0.1 NaCl 2.3 2.13 0.17 5.4 
0.5 i i 2.08 0.22 5.2 
1.0 F. 2.05 0.25 5.0 
2.0 si , 2.01 0.29 5.0 
1.0 as 23.0 23.0 0' 

2.0 »” ” ” 0 

0.1 KCl oS 2.12, 0.18 5.2 
0.5 SS 3 2.12 0.18 5.0 
1.0 a 4 2.12 0.18 5.0 
2.0 ie zs 2.10 0.20 5.0 
0.1 - 23.0 23.0 0 4.8 
0.5 a if a 0 4.4 
1.0 ‘s 2 = 0 4.4 
2.0 a z ‘ 0 4.4 
0.1 NH,Cl 2.3 2.15 0.15 5.2 
0.5 % rs 2.12 0.18 5.0 
1.0 :; ss 2.13 0.17 5.0 
2.0- ee is 2.07 0.23 5.0 
0.1 LiCl * 2.17 0.13 5.4 
0.5 a ed 2.18 0.12 5.0 
1.0 a # 2.21 0.09 5.0 
2.0 “ i et7 0.13 — 5.0 
0.1 CaCl, : 2.20 0.10 5.0 
0.5 4p . PAGAN 0.09 5.0 
1.0 ws as Al 0.09 5.0 
2.0 - a 220 es 0.10 5.0 
far: ie 23.0 * 23.0 02 

2.0 ” 3 99 99 ; 0 


Fs ‘ 
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TABELLE I. (C) = 


a 


_Menge der Chlormenge in 10 ccm (mg) 
_ Adsorben- Pea es ra der 
tien sorpenda ‘iltrate 
vor d. nach d. . 
(8) . Adsorption | Adsorption | #48erbiert 


a 


3. Akadani-Erde. 


0.1 Aqua 0) 0.045 

0.5 destillata 0 0 

1.0 - 0 0.035 

2.0 . 0) 0.025 6.6 
0.1 NaCl 2.3 2.21 0.09 7.4 
0.5 = % 2.24 0.06 7.2 
1.0 e 3 POA 0.09 eo 
2.0 ms “ee 2.24 0.06 an 
1.0 . 23.0 23.0 0) 

2.0 ” 2 ” 0 

0.1 KCl 200 ale, 0.18 6.6, 
0.5 is * 2.19 0.11 6.6 
1.0 a ay Zell 0.19 6.6 
2.0 ‘a a 2b 0.17 7.0 
1.0 ‘ss 23.0 23.0 0 

2.0 ” ”? ”? 0 

0.1 NH,Cl 2.3 2.16 0.14 7.0 
0.5 & S 2.14 0.16 7.2 
1.0 A sp 2.14 0.16 7.4 
2.0 s ° 2.14 0.16 7.4 
0.1 LiCl a 2.21 0.09 6.6 
0.5 Ps s 2.18 0.12 6.8 
1.0 ‘ es 2.97 0.03 7.0 
2.0 ae 2.28 0.02 7.0 
0.1 CaCl, . Ps 0.15 6°6 
0.2 4 ks 2.22 0.08 6.8 
1.0 5 ~ 2.17 0,13 eZ 
2.0 Be rs 2.16 0.14 °y3 
1.0 ay 23.0 235.0" f 0) 

2.0 Mi By 0 


ye 


Aus dieser Tabelle I ersieht man, dass das Filtrat bei der: 
Behandlung der Salzlisung mit Odo- und Otsuki-Erde merklich 
angesiuert wurde. Diese Tatsache wurde schon angegeben. Die 
Ursache dieser Erscheinung fiihrte Koba yashi auf die hydroly- 


Studien tiber die Wasserreinigung. 121 


tisch spaltende Austauschadsorption zuriick, Okazawa aber auf 
das Auflésen von Aluminium aus der Erde. 


B. Suifat. 


Eine wissrige Lésung von Kaliumsulfat wurde hergestellti 
Je 20ccm dieser Lésung wurden dann fiinf Minuten lang bei 
10°C mit einer bestimmten Menge der \Erde geschiittelt. Die . 
Menge des SO, wurde ver und nach der Adsorption nephrome- 
trisch bestimmt. 


TABELLE II. 


Menge d. S als SO, in 20 cem (mg) 


Menge d. 
5 ne tia vor d. nach d. ; 
g adsorbiert 
Adsorption 
1. Odo-Erde. 
0.2 2 1.67 0.33 
1.0 = 1.62 0.38 
2.0 a 1.52 0.48 
2. Otsuki-Erde 
0.2 FF 1.52 0.48 
1.0 Be 1.50 0.50 
2.0 a 1.41 ) 0.59 
38. Akadani-Erde. 
0.2 v 1.58 0.42 
1.0 © Dh 1.48 0.52 


2.0 , 1.36 0.64 
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Il. ApDsoRPTION VON K:ATIONEN. © 
A. Kaliuwm und Natrium. 


Die Resultate der Adsorption von Kalium und Natrium bei 
den wissrigen Liésungen schwanken sehr stark. Daher kann 
man den Adsorptionszustand nicht genau feststellen. Die 
Hauptursache dieser unangenehmen Erscheinung liegt wahr- 
scheinlich darin, dass die Erde reichlich beim Schiitteln ablés- 
bares Kalium und Natrium enthdlt. 


B. Calcium. 


Die hygienische Bedeutung der Adsorption von Calcium 
liegt in seinem innigen Zusammenhang mit der Enthartung des 
Trinkwassers. 

Eine wissrige Lésung von Calciumchlorid wurde bereitet 
und deren Adsorption durch Kambara-Erde untersucht, nach 
demselben Verfahren wie bei der Adsorption von Chlor. 


TABELLE III. (A) 


Menge von Ca in 10 ccm (mg) 


Menge d. ; 
: Art der 
ase Adsorbenda vor d. nach d. a 
adsorbiert 
Adsorption 
1. Odo-Erde. 

0.1 CaCl, ~ |: 4.15 3.15 1.00 
0.5 sf abe 3.10 1.05 
1.0 a 7 3.00 1.15 
2.0 a v Ke 2.90 1.25 
0.1 ‘ 40.0 28.72 11.28 
0.5 ss x 28.64 11.36 
1.0 a e 26.98 13.02 
2.0 % 24.81 15.19 
0.1 Aqua 0 0.50 
0.5 destillata 0 0.52 
1.0 Pino 0 0.46 
2.0 0) 0.46 


Studien tiber die Wasserreinigung. 123 


TABELLE III. (B) 


‘Menge von Ca in 10 ccm (mg). 


Menge d. | fore 
4 Art der | 

Tae Adsorbenda vor d. nach d. 

& adsorbiert 
Adsorption 
0.1 0.n KCl 0 0.92 
0.5 hi 0 1.12 
1.0 ‘ 0° 2.06 
2.0 eet O --T89 
0.1 0. n Nacl 0 0.94 
0.5 “8 0 1.17 
1.0 . 0 2.58 
2.0 = 0 2.04 
2. Otsuki-Erde. 

OS | CaCl, 4.15 osOl 0.58 
0.5 x x 3.38 0.82 
1.0. es 1.92 2.23 

20. ao) is 1.49 2.68 
01 .- 3 cs 40.0 |; 29.92 10.08 
0.5. a - 97.18 12.82 
1.0 < hes 20.30 19.70 

oe er eee 19.69 20.31 

°-Ol - 1. | Aqua 0, 0.44 
0.5 destillata 0 0.37 
1.0. oe es 0 0.57 
2.0 vi ies 0.58 
0.1 0.n KCl 0 0.89 
0.5 © ree 0 1.71 
1.0 s 0 2.40 
2.0 4: 0 3.97 
0.1 0.n NaCl 0 0.86 
0.5 * 0 1.70 
1.0 if 0 2.58 
2.0 a 0 3.45 


3. Akadani-Erde. 


0.1 CaCl, 4.15 2.78 1.37 
0.5 5 i 2.12 2.08 
1.0 a 2 216: “|: = 1.99 
2.0 5 ; 2.39 1.76 
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TABELLE III. (C) 


Menge von Ca in 10ccm (mg) 


Menge d. Art der 
oy Adsorbenda 


vor d. nach d. 


2? 


adsorbiert 
Adsorption 
0.1 ‘CaCl, 11.21 
0.5 re 14.29 
1.0 _ 16.74 
2.0 Fi 17.98 
0.1 Aqua 0 
0.5 destillata 0 
1.0 s 0 
2.0 : 0 
0.5 0.n KCl 0 
1.0 = 0 
2.0 99 fc 0 
0.5 0: n NaCl 0 
1.0 a 0 
2.0 0 


\ 


_Wie oben gesagt, ist die Adsorption der Salze viel geringer 
&ls bei der Siure, deshalb wird bei der gemischten Lésung von 
Salz und-Séure die Adsorption der Salze durch die Saure stark 
verdrangt. Und wenn die Erde beim Schiitteln die léslichen 
Bestandteile ausscheidet, wird die Verdringungserscheinung noch 


deutlicher. 
TABELLE IV. (A) 


a Ohlor. 
Art d. ca 
Adsorbenda. Chlormenge in 10 ccm (mg) 
ee d. | Auf je 10¢cm 
Adsorbentien| Loésung wird 
(g) lecm 0.0n vord.  -- nach d. 
a OE ‘ adsorbiert 
zugesetzt Adsorption 
1. Odo-Erde. 
0.1 NaCl Ded 2.94 0.06 
a He ” 2.27 0.03 
1.0 ” ” Pee 0.03 
-2.0 


” ” 2.27 0.03 
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TABELLE IV. (B) 
Art d. , . , 
Adsorbenda Chlormenge in 10 ccm (mg) 
Menge d. {Auf je 10ccm 
ee pete ee creed ea: 
C.H,0, , adsorbiert 
zugesetzt Adsorption 
0.1 KCl 2.3 2.23 0.07 
0.5 ’ aS 2.24 0.06 
1.0 ” ” 2.24 0.06 
2.0 2 9 2,24 0.06 
2. Akadani-Erde. 
0.1 NaCl 2.3 2.27 0.03 
0.5 a “A 2.24 0.06 
1.0 - a 2.28 0.02 
2.0 ae “| 2.28 0.02 
b. Sulfat 
Auf je 20 Menge oe als oe in 20 
3 ccm Lésun: com Losung (mg) 
Art Be oe Art der we 5 <F 
: Adsorbenda| Menge von vor d. nach d. : 
Adsoxbeutien 0.n HCl adsorbiert 
(8) (ecm) Adsorption 
Odo lg K,80, 0.2 2 1.84 0.16 
=: A z 1.0 . 1.88 0.12 
Otsuki lg 5 0.2 5) 1.90 0.10 
” a ” 1.0 a9 2.20 —_— 
_ Akadanilg 0.2 - 9.14. a 
” ” ” 1.0 ” 2.00 0 


se ee a aa a aT eee 
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TABELLE IV. (C) 


ce. Caleium. 


Auf je 10 Chlormenge in 10 ccm (mg) 
Art ie Menge ket d; «(em ee 
er ° zugesetz 
isorbenten Adsorbenda On HCl vor d. nach d. tere 
: (ccm) ie HOE 
Adsorption : 
Odo. lg CaCl: 0.1 4.15 . 3.48 0.67 
” ”? ” 0.5 99 : 3.67. 0.48 
” ” ”? 1.0 ” 3.26 0.89 
” ” ? 2.0 2) 3.92 0.23 
en 1, |S Ormcdicl 0 1.48 
; (10 cem) 
Otsuki 1g CaCl, 0.1 40.0: 20.48 19.52 
eee “- an 0.5 aS 20.74 18.26 
Bp A 5 1.0 Ee 22.06. 17.84 
53 : - 2.0 = 20.68 18.32 
. 99 0.n HCl 4.05 
. (10 cem) } 
Akadani 1 g CaCl, |. 0.1 4.15 4.74 _ 
” 7 ”? } 0.5 ” 5.93 a 
” 7 a” 1.0 ” 4.80 — 
” ” 27 2.0 ” 5.74 — 
50 55 0.n HCl : 0 9.22 
(10 ccm) 


III. Einrruss DER SALZE AUF DIE 
ADSORPTION VON SAURE. 


Der Einfluss der beigemischten Neutralsalze bei der Adsorp- 
tion von Sdéure, die sog. Entsiurung des Wassers in der 
Hygiene, wurde gepriift. 
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A. Adsorption der Salasture. 


TABELLE V. (A) 


Menge der Erde: 1g. 
Menge der Saure: (0. n) - 10 ccm. 
Temperatur: 10°C. 
Schiittelzeit: 5 Minuten. 


Die Zahlenreihe driickt die adsorbierte Menge der Saure in Prozent aus. 


Art der zugesetzten Salzlosung 
0.n KaCl 
1. Odo-Erde. 


Menge der zugesetzten 
Salzl6sung in ccm. 


0.n NaCl 


0 15 
0.1 15 15 
1.0 12 15 
2.0 15 12 


2. Otsuki-Erde. — 


0 17.5 
Qk . 20 120 ee 
100 30 aT ie. 25 
2.0 30 30 


0 55 

0.1 62.5 65 
1.0 65 65 
See : 65 65 


B. Adsorption der Essigsdure. 


1. Odo’Erde. 
0 12 : 
01 10 10 
2.0 25 17.5 
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TABELLE V. (B) 


| : Art d ugesetzten Salzlosun 
Menge der zugesetzten ae 8 


Salzlosung in ccm. 0. nKCl 


0.n NaCl 
2. Otsuki-Erde. 

0 ae 10 
0.1 10 10 
2.0 25 17.5 

3. Akadani-Erde. 

0 41 
0.1 40 45 
2.0 50 5d 


Die Adsorption von Saure ist beim Zusatz von Neutralsalz 
im allgemeinen verstirkt. Bei der aquivalenten Adsorption 
durch apolare Kohle erklarte Freundlich die ahnliche Erschei- 
nung durch das Gleichgewicht der Ionen. Bei der polaren 
Adsorption wie hier wird die Adsorption von Saiure wahrschein- 
lich durch Aluminiumhydrooxyd verstirkt, dessen Aluminium 
in der Erde enthalten ist. ? 
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UBER DIE CHEMISCHE ZUSAMMENSETZUNG DER 
LAICHE VON HEMIFUSUS TUBA GMEL. 


Von 
YUTAKA KOMORI. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut zu Nagasaki. 


Vorstand: Prof. M. Tomita.) 
(Eingegange am 18. Marz 1926) 


Da die winzig kleinen Eier des Menschen und der Sauge- 
tiere aus leicht ersichtlichen Griinden kaum Gegenstand einer 
exakten' Untersuchung werden kénnen, hat man bisher vor- 
nehmlich die grobwahrnehmbaren Eier von Végeln, Amphibien, 
Reptilien und Fischen, vor allem aber das Hihnerei, unter- 
sucht. 

Diejenigen Eier, welche ausserhalb des miitterlichen Orga- 
nismus sich entwickeln, mtissen alle Elemente des jungen Tieres 
enthalten, da von aussen keine Zufuhr erfolgt. Jede einzelne, 
arteigene Kérpersubstanz muss auf Kosten vorgebildeter Stoffe 
des Eiinhaltes gebildet werden. 

Man darf also wohl annehmen, dass die Ursache der Ver- 
schiedenheiten der im Organismus jeder einzelnen Tierspecies 
ablaufenden chemischen Erscheinungen schon auf die friihere 
Hizeit zuriickzufiihren ist. 

Von diesem Gesichtspunkt aus erschien es mir interessant, 
die chemische Zusammensetzung der Hier der verschiedenen 
Tierspecies vergleichend zu betrachten und dadurch die natiir- 
lichen Verwandtschaftsverhaltnisse der Tiere zu ermitteln. 

Die bisher zur chemischen Untersuchung kaum herangezo- 
genen Gastropodeneier sind in einer Kapsel geborgen, deren 
Inhalt. aus Laich und einer zahfltissigen Masse besteht. Nach- 
dem ich schon in der Eisackfliissigkeit von Hemifusus tuba 
Gmel. die Mukoidsubstanz gefunden habe, habe ich nunmehr — 
das Studium: der Laiche dieses Tieres unternommen. 
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Exrerimentelles. | 


11763 g Eisackflissigkeit aus 9351 Eikapseln von Hemifusus 
tuba Gmel. wurden mit der gleichen Menge Wasser verdtinnt und 
unter Zusatz von Essigsiure bis zur schwach sauren Reaktion 
-in siedendes Wasser eingegossen und weiter gekocht, bis man 
ein klares Filtrat bekam, welches zur Mukoiddarstellung benutzt 
wurde. Die voluminése. Koagula wurde in einem Koliertuch’ 
gepresst, um die Flissigkeit moglichst zu entfernen. Diese 
Substanz wurde mit Alkohol und Ather mit Hilfe des grossen 
Soxhlet-Apparats erschépfend extrahiert. Die so gereinigte 
weisse, nicht hygroskopische Substanz wurde als ,,Rohvitellin‘ 
bezeichnet. Sie wog 160,0g. Die ather-alkoholischen sine 2 
wurden zur Darstellung des Cholins: benutzt. 


I. DarsrELLuNG DES CHOLINS. © 


Das obenerwihnte, alkohol-atherische Extrakt der koagulier- 
baren Substanz der Laiche wurde verdampft. 

Man verseifte den Riickstand durch Kochen mit Barytwas- 
ser, das Filtrat wurde durch Kohlensiure vom Baryt gereinigt, 
weiter zu dickem Sirup eingedampft, und dann mit absolutem » 
Alkohol erschépft. Die alkoholischen Ausztige wurden mit 
alkoholischer Sublimatlésung versetzt.— Der: entstandene weisse 
Niederschlag wurde sodann mit alkoholischer Sublimatlésung 
ausgewaschen. Die ausgewaschene Sublimatfallung wurde in 
heissem Wasser aufgeschwemmt und mit Schwefelwasserstoff zer- 
legt; aus dem Filtrat vom Quecksilbersulfid wurde der Schwe: 
felwasserstoff unter Durchleiten von Luft vertrieben. Die 
Fliissigkeit wurde unter, vermindertem Druck zur Trockne 
eingeengt, der Rickstand mit absolutem Alkohol aufgenommen, 
und aus der alkoholischen Lésung wurde das Cholin unter Zusatz 
einer alkoholischen Platinchloridlésung als Cholinplatinat isoliert. 

Die Gesamtausbeute an Cholinplatinat betrug 2,72 g. 

Die aus dem Wasser umkrystallisierte Substanz schmolz 
bei 215°C., sie ergab folgende Analysenzahlen: 
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0,0852 g. Substanz lieferten 0,0271 g. Pt=31,84 99 Pt. 
Ber. fiir a Pt CL: 31,68 % Pt; Gef. 31384 % Pt: 


II. BrEsTimMuNG DES ecracericn! 


Fir Ermittelung des Tryptophangehaltes wurde das colori- 
metrische Verfahren von O. Firth® angewandt, welches auf 
einer von Voisenet™ angegebenen Farbenreaktion beruht. 

5,0 g des getrockneten Rohvitellins von Hemifusus tuba Gmel. 
wurden mit 100 ccm 0,5 proz. Lésung von Trypsin nebst Tuluol | 
vermischt und unter Herstellung schwach alkalischer Reaktion . 
durch 0,5 g Natriumcarbonat 7 Tage lang im Brutschrank. bei 
37°C. verdaut. Nach beendeter Digestion wurde die Lésung 
filtriert. Mit 2,0 ccm des Filtrates wurde die Reaktion, parallel 
der Ausfiihrung der Standardreaktion aus einer 0,1 proz. Tryp- 
tophanlésung, in ganz analoger Weise ausgefiihrt. 


Schichtendicke 
1) 0,196 Standardlésung 2,0 ccm........10mm. 
Priifende Lésung 2,0cem........14mm. 


10:14=X:0,002 :2: :0,00148=100: X! 5:0,0715=100 :X" 
X=0,00143 X’= =0,0715 X"=1,43 (% gehalt} 


3 Schichtendicke 
2)° 0,196 Standardlésung 2,0 cem.......:10mm. 
_ Priifende Lésung 2.0 ccm.» .+-.-213 mm, 


wie 1) berechnet 1,54 (Proz. gehalt). 
Die Gesamtmenge des Tryptophan. eee im Mittel 1,49 9% 
des Ausgangsmaterials. 


III. Darsrertunc von HExonpaseEn, Tecan 
unp Levcin. 


50,0 g des Rohvitellins wurden mit einer Mischung kon- 
vapitiartens Schwefelsiure von dreifachem Gewicht und dem 
sechsfachen Gewicht. Wasser 14 Stunden riickfliessend gekocht. 


1) O. Firth wu. E. Nobel; Biochem. Z 109, 103 
2) Voisenet, Bull. Soc. Chem. Paris (3) 33, 1198. 
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Das Hydrolysat wurde dann unter vermindertem Druck 
eingeengt und mit Bariumcarbonat bis zur schwach sauren 
-Reaktion versetzt. Der entstandene Niederschlag von schwe- 
felsaurem Baryt wurde abgenutscht, mehrmals ausgekocht und 
sorgfaltig heiss ausgewaschen. Das Filtrat und Waschwasser 
wurden vereinigt und auf etwa 50 cem. im Vacuum eingedampft, 
mit Schwefelsdure versetzt, bis der Prozentgehalt 5 % Schwefel- 
siure betrug, und mit konzentrierter Phosphorwolframsiure- 
lésung gefallt. Der Phosphorwolframséureniederschlag wurde 
zur Bestimmung. der Hexonbasen benutzt: und das Filtrat zur 
Isolierung von Tyrosin sowie Leucin reserviert. 


A: Der Phosphorwolframsdureniederschlag. 


Der entstandene Niederschlag wurde durch Atzbaryt zer- 
legt, das unlésliche Bariumsalz abgenutscht, in einer Reibschale 
mit Barytwasser zerrieben und nochmals abgesaugt und mit 
Barytwasser gewaschen. Der wttkerschtissige Baryt wurde mit 
Kohlensaure befreit, die Flissigkeit auf dem Wasserbade ein- 
gedampft, vom abgeschiedenen Bariumcarbonat abfiltriert. Das 
‘Filtrat wurde nnn mit verdtinnter Salpetersiure ganz schwach 
angesduert und init:einer 20 proz. Silbernitratlésung in kleinen 
-Portionen versetzt, und zwar so lange, bis eine Probe der-Lésung 
mit Barytwasser eine braune Farbung ergab. Jetzt wurde die 
Flissigkeit mit kaltgesittigtem Barytwasser gesittigt. Die 
entstandenen Niederschlage (Silberbarytfallung), wurden abge- 
saugt und mehrfach mit Barytwasser ausgewaschen. 

Der Niederschlag wurde nach J und JJ, und das mit den 
Waschwasser vereinigte Filtrat nach ZJZ behandelt.. 


I, Isolierung des Histidins. 


Die Silberbarytfaillung wurde mit schwefelsiurehaltigem 
Wasser versetzt und durch Schwefelwasserstoff zerlegt. Die vom 
Silbersulfid nebst Bariumsulfat abfiltrierte und durch Eindampfen 
vom Schwefelwasserstoff béfreite Flissigkeit wurde mit Kohlen- 
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siure gesittigt und sofort mit kaltgesittigter Sublimatlésung . 
versetzt: Dabei bildete sich kein, Niederschlag. 


IT, Quantitative Isolierung des Arginins. 


Aus der quecksilberhaltigen, histidinfreien Flissigkeit wurde 
das Quecksilber durch Schwefelwasserstoff und der Schwefel- 
wasserstoff durch: Kindampfen entfernt, mit fein gepulvertem 
Silbercarbonat von Chlor befreit. Aus dem chlorfreien Filtrat 
wurde das Silber durch Schwefelwasserstoff beseitigt und der 
Schwefelwasserstoff durch Eindampfen auf dem Wasserbad be- 
freit. Das argininhaltige Filtrat wurde auf etwa 10 ccm. ein- 
geengt, mit Schwefelsiiure versetzt, bis der Prozentgehalt 5 % 
_Schwefelsiure betrug, und nochmals mit Phosphorwolframsiure 
-gefallt. Dieser Niederschlag wurde in bekannter Weise mit 
Baryt und Kohlenséure behandelt. Jetzt wurde das arginincar- 
bonathaltige Filtrat eingedampft, vom abgeschiedenen Barium- 
carbonat abfiltriert, weiter eingeengt und aus dieser Lésung das 
Arginin als Pikrat isoliert. (6,50 g.) 

Das Pikrat stellte lange goldgelbe Nadeln dar und schmolz 
bei 204°C, 

0,2626 g Substanz gaben 52,0cem. N. (10,° 763 mm.). 

Ber. fiir CsH1N.O2°CsH3N30;: 24,32 % N; Gef. 23,69 9 N. 


IIT, Bestimmung des Lysins. 


Das Filtrat der Silberbarytfallung wurde mit verdiinnter 
Schwefelsaiure angesiuert, durch Schwefelwasserstoff vom gelésten 
Silber: befreit und auf etwa 10 ccm. eingedampft, sodann mit 
einem Zusatz von so viel Schwefelsiure, dass die Flissigkeit 5% 
davon enthielt, mit Phosphorwolframsiure gefallt. Der entstan- 
dene Phosphorwolframsiureniederschlag wurde abgesaugt und 
in bekannter Weise mit Aetzbaryt zerlegt, das Filtrat wurde mit 
Kohlenséure vom tiberschitissigen Baryt befreit, auf dem Wasser- 
bade eingeengt, vom abgeschiedenen Bariumcarbonat abfiltriert 
und weiter zur Trockne eingedampft. Der Rickstand wurde 
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mit wenig Wasser gelést und aus der wasserigen Lésung wurde 
das Lysin unter Zusatz einer alkoholischen Pikrinsdurelésung 
als Pikrat isoliert. (2,21 g.) | 
Das gereinigte Pikrat ergab folgende Analysenzahlen : 
0,3879 ¢ Substanz lieferten 59,9 ccm N (9,°8C. und 
764 et 
Ber. fiir Cs;H1:02N2°CsH30;N3:18,67 % N; Gef. 18,51 9% N. 


B. Das Filtrat vom Phosphorwolframsaure- 
niederschlag. 


Das Filtrat der obenerwihnten, Hexonbasen enthaltenden 
Phosphorwolframséurefallung wurde durch fein gepulvertes 
Aetzbaryt zerlegt, das unlésliche Bariumsalz abgesaugt, mehrfach 
ausgekocht und mit heissem Wasser ausgewaschen. Das Filtrat 
wurde mit Waschwasser vereinigt, durch Kohlensiure vom iiber- 
schiissigen Baryt befreit und die vom abgeschiedenen Barium- 
carbonat abfiltrierte Flissigkeit auf dem Wasserbade bis zur 
Abscheidung krystallinischer Substanz eingedampft. Nach dem 
Abkiihlen wurden die schneeweissen Krystalle abgenutscht, 
wieder in Wasser Bate und unter Zusatz von Tierkohle umkry- 
stallisiert. 

Die Ausbeute an Tyrosin betrug 0,80 g. 

0,0718 ¢ Substanz verbrauchten 4,0 ccm n/10- HSO,. 
Ber, fiir -CsHnO;N : 7,74 9 N.; Gef. 7,79 96 N. 

Nach weiterem Einengen des posnireien Filtrats schied 
sich das weisse Leucin aus. Es wurde abgesaugt und aus heiss- 
em Wasser mehrmals umkrystallisiert. (4,78 g.) 

0,1479 g Substanz verbrauchten 11,1 ccm n/10-H2SO,. 
Ber. ftir CsH,30.N : 10,68 9% N.; Gef. 10,50 9% N. 


IV. TreENNUNG DER MONOAMINOSAUREN AUS RoHVITELLIN 
von Hemirusus Tusa GMEL. DURCH EsSTERMETHODE 
NACH E. FiscHeEerR. 


100 g Rohyitellin von Hemfusus tuba Gmel. wurden mit 
dreifachem Gewicht konzentrierter Salzsiure (spez. Gewicht 1,19) 
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vermischt und auf dem Wasserbade gelést. Die violettgefarbte 
Flissigkeit wurde 6 Stunden lang riickfliessend gekocht. Nach 
dem Abkithlen wurde das Hydrolysat durch ein Koliertuch 
abgenutscht, und der Riickstand mit Wasser mehrmals ausge- 
waschen. Das Filtrat samt dem Waschwasser wurde nun unter 
vermindertem Druck zu dickem Sirup eingeengt, mit 300 ccm. 
absolutem Alkohol gelést und mit gasférmiger Salzsiiure ge- 
sittigt. Die gleiche Behandlung wurde zweimal wiederholt, die 
Flissigkeit blieb ‘dann mehrere Tage im Eisschrank stehen, 
wobei schliesslich keine Krystallisation erfolgte. 

Die salzsaure, alkoholische Flissigkeit, die Ester der 
Aminosauren enthielt, wurde unter vermindertem Druck zu 
dickem Sirup eingeengt. Dfe weitere Operation und die frak- 
tionierte Destillation der Aminoséureester wurden nach dem Ver- 
fahren von E. Fischer” ausgefiihrt. Es ie sich pends: 

A) Destillation bei 12mm. Druck: 

1. und 2: Fraktion bis 100° aneN: des 
Wasserbades) . . re bara . 14,0 g. 

B)  Destillation bei 0-0,2 mm. Aide? 

3. Fraktion bis 100° (Temperatur des Olbades 


10,5 g. 
A, Beakticn: ee 100-180° pee enaat des Olbades) 
aed eaeteme Oe 


Die drei Sah ina wana: wurden sofort verseift. Nach 
Beendigung der Verseifung wurden die drei Fraktionen unter 
vermindertem Druck eingedampft. Dabei fielen 10,29 g. Leucin 
aus. Die aus dem Wasser umkrystallisierte Substanz ergab 
folgende Analysenzahlen: 

0,1494 g. Substanz verbrauchten 11,50 ccm. lita 
Ber, fiir CsH:O.N: 10,69 % N.; Gef. 10,77 96 N. 

Um, das Prolin ‘zu isolieren, aaa die at Zur 
Trockne eingedampften Fraktionen mit absolutem Alkohol aus- 
gekocht. Die Gesamtausbeute gereinigten Prolins betrug 1,10 g. 


1) E. Fischer, H—S. 33, 151, 
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Es wurde durch Kochen mit iiberschiissigem, neu gefalltem 
Kupferoxyd in Kupfersalz ibergefiihrt, dann wurde weiter nach 
Angabe von E. Fischer” das Gemisch der Kupfersalze mit 
absolutem Alkohol ausgekocht, um das unlésliche racemische 
Salz zu trennen. Die yon dem racemischen Prolinkupfer abfil- 
trierte Flissigkeit wurde unter vermindertem Druck stark ein- 
geenet und bei Ausscliluss von -Feuchtigkeit im Eisschrank 
mehrere Tage stehen gelassen. 
Hierbei schied sich Kupfersalz des aktiven Prolins in dunkel- 
blauen Krystallen ab. 
Das Kupfersalz des aktiven Prolins pelos 0,51 g., das des 
racemischen 0,36 g. 
Analyse des 1-Prolinkupfers. 
0,1920 g Substanz gaben 0,0527 g CuO. 
Ber. fiir (CsHsNO2), Cu. 21,79 %; Gef. 21,86 % 
Analyse des dl-Prolinkupfers. 
0,1076 g lufttrockenes Salz verloren bei 100°C. 


0,0116 ¢ H,0. 
Ber. far (C,H,NO., Cu+2H,0 H,O 10,99 %; Gef. 
10,78 %. 


Das getrocknete Salz gab folgende Zahlen : 
0,0960 g Substanz gaben 0,0264 g. CuO. 
Ber. fiir (C;SHsNOz)2 Cu. 21,79 99; Gef. 21,87 %. 


Fraktion I, II und III, 


Der in Athylalkohol unlésliche Teil der I. If. und III. 
Fraktion wurde zur gemeinsamen Verarbeitung vereinigt. Zur 
Reinigung sowie zur Trennung von Aminoséuren dienten die 
Kupfersalze, die ia bekannter Weise bereitet wurden. Es wurde 
dann mit Methylalkohol erschépfend extrahiert. Die methyl- 
alkoholischen Ausztige wurden vom Methylalkohol befreit und 
lieferten. 0,50 g. Kupfersalze. Aus dem im Methylalkohol 
unloslichen Teil bekam ich 0,97 g¢ Alanin- und 0,12 g¢ Leucin- 
kupfer. 

1) Ann. d. Chemie 363, 122. 
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Analyse des Leucinkupfers : 
0,0950 g¢ Substanz lieferten 0,0237 g¢ CuO. 
Ber. fir (CsHizNO2): Cu. 19,63 %; Gef. 19,89 %. 

Analyse des Alaninkupfers : 

0,0850 g Substanz lieferten 0,0284 ¢ CuO. 
Ber. fir (C;HsNO.)2 Cu. 26,52 96; Gef. 26,58 %. 

Die regenerierten freien Aminosiuren aus den methylalko- 
holischen Kupfersalzen wurden mit Barytwasser im Autoklaven 
bei 180°C. razemisiert. Die nach Entfernung des Baryts wieder- 
gewonnenen Aminosduren in die Kupfersalze tibergefiithrt und 
die Mischung der Kupfersalze mit absolutem Alkohol erschépft, 
wobei das Kupfersalz des racemischen Valins zuriickblieb. 
(0,35 g.) nee 
0,0638 g Substanz lieferten 0,0173 g CuO. © 
Ber. far (CsHwNOz), Cu.’ 21,49 99; Gef. 21,66 % 
Die alkoholléslichen Ausziige lieferten kein Kupfersalz. 


Fraktion IV. 


Durch Ausaethern wurde der Phenylalaninester von den 
tbrigen Aminosdureestern getrennt. Der Aether wurde ab- 
destilliert und der Riickstand durch Abdampfen mit rauchender 
Salzsaiure verseift. 

Das umkrystallisierte salzsaure Phenylalanin wog 0,27 g g. 
0,0114 g Substanz, nach Kjeldahl verbrannt, verbrauch- 
ten 0,50 cem n/10-H2SO,. 

Ber. fir GHyO.N’HC1: 6,94 % N:; Gef. 6,75 % N. 

Die von Phenylalaninester Oe: Piaiead Lésung wurde 
mit reinem Baryt verseift'; nach mehreren Tagen wurden die 
ausgeschiedenen Krystalle abfiltriert, mit verdiinnter Schwefel- 
siure gekocht und die wberschiissige Schwefelsiiture aus ver- 
diinnter Lésung quantitativ mit Barytwasser entfernt. 

Beim Eindampfen des Filtrats bekam ich Asparaginsiure 
(1,60 g.). 

0,1090g. Substanz, nach Kjeldahl verbrannt, verbrauch- 
ten 8,40 com n/10-H.SO,. 
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Ber. fir C,H,O.N : 10,52 % N.; Gef. 10,78 %¢ N. 

Die Mutterlauge von asparaginsaurem Baryt wurde mit 
Schwefelsiiure quantitativ von Baryt befreit, die Lésung dann 
unter vermindertem Druck stark eingeengt und mit gasférmiger 
Salzsiiure gesittigt. 

Nach der Feststellung, dass die Lésung keine Glutamin- 
siure enthielt, wurde die Flissigkeit unter vermindertem Druck 
zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde durch wieder- 
holtes Aufnehmen in Wasser und Eindampfen von méglichst 
viel Salzsiiure entfernt, dann in Wasser gelést und die Lésung 
so lange mit gelbem Bleioxyd gekocht, bis keine Chlorreaktion 
mehr auftrat. Das Filtrat wurde nunmehr mit Schwefelwasser- 
stoff zerlegt und zur Trockne eingedampft. Es krystallisierte 
aber kein Serin aus. 

Die Gesamtmenge der aus dem. Rohvitellin von Hemifusus 
tuba Gmel. isolierten .\minosiiuren ist in folgender Tabelle zu- 
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UBER DEN EINFLUSS DER GALLENSAUREN AUF 
DEN EIWEISSSTOFFWECHSEL BEI KEIMDRUSEN 
UND UBER DIE BEDEUTUNG DER 
CHOLEINSAURE* 


Von 
RICHIO KARASAWA. 


(Aus dem physiologisch-chemischem Instifut zu Okayana. 
Vorstand: Professor Dr. T. Shimidzu.) 


(Eingegangen am 26. Marz 1926) 


Die physiologische Wirkung der Gallensiuren auf die ver- 
schiedenen Gewebe und Organe ist von mehreren Autoren unter- _ 
sucht und ihre plasmatoxische cytolytische Kigenschaft festgestellt 
worden. Der Einfluss, den die Galle oder Gallensiuresalze auf 
die Fermentwirkung ausiiben, ist auch seit langem mehrfach 
studiert worden, aber es ‘herrscht tiber den Einfluss auf die 
Proteasenwirkung unter’ den verschiedenen Forschern keine 
Uebereinstimmung. Einerseits um festzustellen, wie die Gallen- 
siuren die proteolytischen Fermente beeinflussen, wenn sie 
Geweben und Organen zugefiihrt werden: z. B. bei Cholamie, . 
und welche Umsetzungen die Gallensiuren in denselben erlei- 
den kénnen,‘anderseits in der Hoffnung klarzustellen, wie weit 
der Eiweissstoffwechsel und die Fettspaltung in Organ und 
Gewebe durch Gallensiuren beeinflusst wird, habe ich das © 
Thema aufgenommen. Infolgedessen habe ich mich mit der 
Organautolyse bei Anwesenheit von verschiedenen Gallensiuren 
und mit der Isolierung der Gallensiurenabkémmlinge _be- 
schaftigt. Dabei wurden simtliche Versuche an Stier-oder 
Schweinehoden vorgenommen. 

Dass die Organzellen einen autolytischen Prozess erleiden, 
ist von Pathologen schon lange beobachtet worden. Seit der 


* Die Resultate vorliegender Untersuchungen sind in der Sitzung vom Nov. | 
1925 in der biochem. Gesellschaft zu Tokio kurz besprochen worden. 
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Salkowskischen Entdeckung, dass die Autolysee in fermen- 
tativer Prozess ist, hat der Vorgang unter Biologen grosses 
Interesse gefunden und viele Versuche tiber die Autolyse sind 
von zablreichen Autoren angestellt worden. Durch Klarlegung 
der autolytischen Prozesse ist man zu dem Schlusse gekommen, 
dass gewisse Krankheiten sich durch Autolyse erklaren lassen. 
Die biochemische Untersuchung des autolytischen Vorgangs 
wurde nach zweierlei Richtungen ausgeftihrt, nimlich mit der 
Absicht, eine Einsicht einerseits in die Fermentnatur und ander- 
seits in die bei der Autolyse restierenden Produkte zu bekommen. 
Bei der Organautolyse werden bekannitlich verschiedene Amino- 
siuren, Basen und unbekannte Zwischenprodukte des Eiweisses 
gebildet, die man bei Proteinverdauung durch Trypsin, Erepsin 
und Pepsin erhalten kann, aber das interessante Problem der 
biologischen Natur der autolytischen. Fermente ist noch ungelést. 
Es ist schon bekannt, dass die autolytische Eiweissspaltung bei 
saurer Reaktion viel giinstiger vor sich geht als bei alkalischer. 
Bei dem autolytischen Vorgang wird durch die Vermehrung der 
Anionen die weitere Wirkung sowohl in saurer als\iauch in 
alkalischer Umgebung herabgesetzt, wahrend- sie. durch die. 
Kationenvermehrung sowohl im alkalischen als auch im. sauren 
Medium gesteigert wird. Hedin (1922) hat im Milzgewebe drei 
Arten von Fermenten,. o&-Protease, @-Protease und Erepsin an- 
genommen, deren jedes ‘in verschiedenen ‘Reaktionen seine Ab- 
bauwirkung entfaltet. Dernby (1918) fand im Lebergewebe ein 
pepsinartiges Ferment, das nur in einer sauren Reaktion natives 
Eiweiss zum Pepton, doch nicht. weiter, spaltet, und noch ein 
anderes Ferment von der Art des Trypsins oder Erepsins, wel- 
ches nur in einer alkalischen Lésung Peptone oder Peptide zi 
Aminosduren spaltet. Bradly (1922) hat diese Dernbysche 
Angabe nachgepriift und fand in dem Lebergewebe weder Pepsin 
noch Trypsin, sondern ein Ferment vom Charakter des Erep- 
sins, das den Anfang der: Eiweissspaltung katalysiert und nur 
saures Protein oder Proteinsalze angreift. Infolge der Tatsache, 
dass die Spaltungsproduckte im Leberautolysat den Stickstoff 
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zum allergréssten Theil in peptidartiger Bindung enthalten und 
die Optimallage der Enzymwirkung in saurem Gebiet sich be- 
findet, haben Rona und Mislowitzer (1923) ein der Pepsin- 
gruppe angehérendes Ferment angenommen. Wahrend das We- 
sen der Autoprotease noch. nicht endgiltig festgestellt worden 
ist, wurden doch mehrere Versuche tiber den Einfluss auf die 
Fermentwirkung ausgefiihrt. Bei der Phosphorvergiftung der 
Leber fand Jacoby (1900), dass der autolytische Spaltungsvor- 
gang viel mehr gesteigert wird als im normalen Lebergewebe 
und dass sich entsprechende Veriinderungen auch in Blut und 
Harn nachweisen lassen.. Dieser Vorgang ist neuerlich auch von 
Rona (1924) beobachtet, und er hat die vermehrte H-Ionen- 
konzentration als den wesentlichen Faktor der gesteigerten 
Proteinzersetzung angenommen. Aus den vielen Untersuchun- 
gen tiber dieses Problem kann man ersehen, dass irgendwelche 
Fremdstoffe auf die vitale und postmortale autolytische Eiweiss- 
spaltung der Gewebe einen grossen Einfluss austiben. 

_Uberblickt man die ausgefiihrten Experimente tiber die 
Autolyse, wird man sie so deuten, dass die postmortale Autolyse 
mit physiologischen Vorgingen identisch ist oder ihnen min- 
destens sehr nahe steht. Den durch irgendwelche fremden Stoffe 
beeinflussten autolytischen Vorgang zu studieren, ist von grosser 
Bedutung fir den Eiweissstoffwechsel im Organismus unter 
normalen und pathologischen Verhiltnissen. 

Durch morphologische Beobachtung hat Tatum (1916) den ' 
Einfluss der Galle und Gallensiurensalze auf die Autolyse des 
Lebergewebes studiert, dabei hat ér gezeigt, dass die Galle eine 
beschleunigende Wirkung entfaltet. Nach ihm scheint. das 
Natriumglykocholat ctwas wirksamer als Taurocholat zu sein, 
und er hat gefunden, dass das wirksame Agen’, die Galle oder 
Gallenséuren, dabei als Co-enzym oder Aktivator fiir die auto- 
lytischen Fermente eine Rolleen spielen. A. BradlJy (1917) hat 
der Tatumschen Behauptung widersprochen und erkliit, dass 
die angeblich férdernde Wirkung der Galle und Gallensiuren nur 
auf einem schnelleren Zerfall der Zellstruktur beruht und dass 
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die Autolyse durch Galle nicht oder nur in ganz geringem Grade 
beeinflusst wird. 

Bekanntlich findet im Hoden die Ausstossung des Samens 
nicht immer parallel mit der fortgesetzten Bildung desselben 
statt, und es liegt in ausserordentlichem Umfang Resorptionsvor- 
ginge vor; so laufen die Reifungs- und Riickbildungsvorgange 
zyklisch ab, wie man bei vielen niederen Tieren gesehen hat, 
und es erfolgt vor der Regeneration eine vollstandige Resorp- 
tion des ganzen Samenmaterials. Bei diesem Chemismus muss 
ein fermentativer Prozess eine recht interessante und wichtige 
Rolle spielen. Darauf, dass die Stierhoden eine autolytische 
Umwandlung erleiden kénnen, hat Conradi (1902) schon 
aufmerksam gemacht, und die autolytischen Spaltungsprodukte 
der Eiweissstoffe sind von Mochizuki und Kotake (1904) und 
von Levene (1905) ausfiihrlich untersucht worden. 

Obwohl wir bisher keinen zuverlassigen Beweis fiir die 
Zirkulation von Gallensiuren im Organismus haben, besteht 
doch kein Zweifel dariiber, dass im Ikterusblut mehr oder weni- 
ger Gallensdure enthalten ist und dass sie, irgendeinen Einfluss 
auf das Gewebsenzym ausibt. Nun muss es Klinikern wie 
Biologen sehr interessant sein, den Einfluss der Gallensiuren 
auf die postmortale Autolyse der minnlichen Keimdrtisen kennen 
zu lernen und damit einen Einblick in ihre.Funktionsvorginge 
und den: Eiweissstoffwechsel in den Keimdriisen zu gewinnen. 


Beschreibung der Versuche. 


Te PruruNG prs GESAMTSTICKSTOFFS IN DEN: 
HopDENAUTOLYSATEN. 


Die Versuche wurden folgendermassen ausgefiihrt. 

Die méglichst frischen Stier- oder Schweinehoden wurden 
unter aspetischen Bedingungen von Kapsel und Struma befreit, 
fein zerhackt und griindlich umgerthrt. Portionen von je glei- 
cher. Menge ‘wurden abgewogen, eine Portion wurde als Kon- 
trolle sofort ausgekocht, die anderen wurden fiir die Autolyse in 
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sterilisierte Flaschen mit eingeschliffenen Stopfen hineingefiillt, 
mit einer bestimmten Menge Chloroformwasser und verschiedenen 
Mengen Gallensiurensalzlésung versetzt; das Gemisch wurde 
unter Toluol in einen Brutschrank bei 37° gestellt und tiglich 
2-3 mal geschiittelt. Nach 72stiindiger Digestion wurde der 
Inhalt jeder Flasche einzeln in eine Porzellanschale ausgegossen 
und die Flasche mit Wasser gut ausgespiilt. Das Gemisch mit 
dem Waschwasser wurde unter Zusatz von einigen Tropfen yon 
Normalessigsiurelésung 5 Minuten lang auf dem Sandbade zum 
Sieden erhitzt, nach dem Erkalten dbfiltriert und mit Wasser 
gut gewaschen. Dem Filtrat wurde 10% ige Tanninlésung 
‘solange zugefiigt, bis keine Fallung mehr entstand; dann wurde 
es tiber Nacht stehen gelassen tnd abfiltriert. Das Filtrat wurde 
von dem Uberschuss an Tannin mit Baryt und von dessen Ue- 
berschuss mit Schwefelsiiure befreit; die Flissigkeit wurde unter 
vermindertem Drucke bei 40° stark eingeengt und im Messkol- 
ben auf eine bestimmte Menge gebracht. Der Gesamtstickstoff 
dieser Fliissigkeit wurde nach Kjeldahl bestimmt, und die Werte 
wurden auf Kilogramm Hodenbrei umgerechnet. Bei dem Ver- 
suche habe ich die Gallenséiuren als Alkalisalze in Lésung be- 
nutzt; die dabei verwendeten Gallensiuren sind Cholsiiure, 
Desoxycholsiiure, Glykocholsiure, Margarincholeinsiure, Kamp- 
fercholeinsiure, Azetcholeinsiure, Azethyldesoxycholsiure und 
eine Dicarbonsiiure aus Cholesterin. 
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1. Versuch mit Cholscure. 
TABELLE I. 
Jede Probe: 20 gr. Stierhodenbrei. — 
- Dauer | N/10 Na. aia yess -Gesamt- 
Nr. der cholat. easter stickstoff£. 
Autolyse cem. ook er. % er. 
I as ae 50,0 vas = 1,3308 
II 72 — 50,0 —_ — 2,9067 
III 72 3,0. 47,0 0,122 0,24 2,8336 
IV 72 5,0 45,0 0,204 0,41 2,8336 
Vv 72 10,0 40,0 0,408 0,82 26265 
VI 72 15,0 35,0 0,612 1,22 2,5740° 
VII 72 20,0 30,0 0,816 1,63 9.5214 
Vill U2 25,0 25,0 1,020 2,04 2,4864 
2. Versuch mit Desoxycholscure. 
TABELLE II. 
Jede Probe: 20 gr. Stierhodenbrei. 
N/10 Na. Chloro- oxycholsa 
we | tae PSE | ae | Momma | oes 
y = ecm. cem. gr. % er 
I _ = 50,0 so ae 1,6109 
II 72 = 50,0 = = 4,3245 
III 72 3,0 47,0 0,118 0,24 4,2024 
IV 72 5,0 45,0 0,196 0,39 83,6421 
Vv 72 10,0 40,0 0,392 0,78 3,2915 
VI 72 15,0 35,0 0,588 1,18 3,0467 
VII 72 20,0 30,0 0,784 1,56 3,0467 
VIII 72 25,0 25,0 0,980 1,96 2,7386 
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3. Versuch mit Glykocholsiure. 


TABELLE III. 


Jede Probe: 20 gr. Schweinehodenbrei. 


iDauer le oe viene Glykocholsdure Gearet. 
Nr. der Fe icrd| Saneees case stickstotf 
Autolyse ccm. ccm. gr. % ee 

i a — 50,0 — — 1,8035 
II 72 es 50,0 2. Be 83,9222 
fat 72 2,6 47,4 0,122 0,24 3,9222 
IV 72 4,4 45,6 0,204 0,41 83,7121 
Vv 72 8,8 41,2 0,408 0,82 5,6421 
cf am ec 13,2 36,8 0,612 1 22 83,5545 
VII 72 17,6 32,4 0,816 1,68 3,5896 

VIII 72 22,0 28,0 1,020 2,04 3,5020 
4. Versuch mit Margarincholeinsiure. 
TABELLE IV. 
Jede Probe: 20 gr. Stierhodenbrei. 
Dauer | N/10 Na. eS Sess apie Gesamit- 
Nr. der choleinat aaoaae = stickstotf 
Autolyse ccm. . env. gr. % gr. 

I =e = 50,0 on = 1,6109 
Lidl 72 — 50,0 = = 4,1674 
III 72 3.1 46,9 0,118 0,24 4,1324 
IV 72 5,2 44,8 0,196 0,39 4,0623 
Vv 72 10,3 39,7 0,392 0,78 | 38,9922 
VI 72 15,5 34,9 0,588 1,18 3, 4147 
VII 72 20,6 29,4 0,784 1,56 3,1868 

VIII 72 25,8 24,2 0,980 1,% $,0117 
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_ d.. Versuch mit Sdure CyHuO:. 


Diese Séure ist eine von Diels und A bderhalden (1903) 
durch die Einwirkung von Kaliumhypobromit in alkalischer 
Lésung auf Cholesterin erhaltene giftige.Substanz, und nach 
ihren physiologischen Eigenschaften ist sie von Flury (1911) 
pharmakologisch als ein den Gallensiuren und dem Saponin 
- angehérendes Toxin bezeichnet worden. Meine Substanz ist 
usa Diadthylketon umkristallisiert und sie schmilzt bei 293°. 


TABELLE V, 
Jede Probe: 20 gr. Schweinehodenbrei. 


se. | TER" loeAilin form | Storenmenge | Seana 
Autolyse cem.: bya 3 gr. % gr. 
I _ _ 50,0 = = 1,7028 
II 72 = 50,0 — = 4,9256 
Il 72 3,0 47,0 0,130 0,26 4,7081 
IV 72 5,0 45,0 0,216 0,43 4,6590 
Vv 72 10,0 40,0 0,432 0,86 4,4082 
VI 72 15,0 35,0 0,648 1,29 4,3856 
vil 72 20,0 30,0 0,864 1,73 4,0986 
VII 72 25,0 25,0 1,080 2,16 3,2848 


6.. Versuch mit Kampfercholeinstiure. 


Eine Kampferdesoxycholséureverbindung wird unter dem 
Namen ,,Cadechol‘‘ von Ingelheim verkauft (ich méchte hier 
der Tomoda Gesellschaft zu Tokio meinen besten Dank fiir 
ihre kostenfreie Uberlassung aussprechen). Ich habe sie aus 
verdinntem Alkohol in einheitlich schéne Nadeln umkristal- 
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lisiert, bei 100° 6 Stunden im Vakuum getrocknet und mit 1/10 > 
Normalnatronlauge genau neutralisiert. 


TABELLE: VI. 
Jede Probe: 20 gr. Stierhodenbrei. 


Dauer | cadechol-| forme ae reins! 
Nr. me ge | ldsung wasser eee 
ccm. ccm. gr. % a 

I = = 50,0 as es 1,8210 
II 72 — 50,0 =e a 5,0429 
III 72 5,0 45,0 0,12 0,24 4,5526 
IV 72 10,0 40,0 0,24 0,48 4,4412 
Vv 72 15,0 35,0 0,36 0,72 4,3075 
VI 72 20,0 30,0 0,48 0,96 4,0098 
VII 72 25,0 25,0 0,60 1,20 | 3,6071 

VIL 72 '30,0° | 20,0 0,72 1,44 | 83,6071 


Wenn man die Tabellen I.—VI. durchsieht, so kann man 
erkennen, dass die Gallensiuren die Autoproteasenwirkung 
hemmend beeinflussen' und dass der Hemmungsgrad mit der 
Menge der einwirkenden Gallensiuren parallel geht. 


7. Versuch mit Acetcholeinséure. 


Zur Gewinnung dieser Séure wurde reine Desoxycholsdiure 
aus Hisessig umkristallisiert und bei 110° im Vakuum getrock- 
net. Die erhaltene Saéure hat den Schmelzpunkt bei 145°. 
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TABELLE VII. 
Jede Probe: ‘20 gr. Schweinehoden. 


we | Pager [MAGN] “orm | “Sforemengs — | Sostmé 
Autolyse | ccm. bots gr. | % gre 
I = = 50,0 ass ai 1,3658 
It he a 50,0 _ = 3,2218 
Il 72 5,2 44,8 0,118 0,24 3,2919 
IV 72 8,7 41,3 5,196 0,39 3,3619 
Vv 72 17,3 32,7 0,392 0,78 3,4670 
VI 72 26,0 24,0 0,588 1,18 3,4320 
VII 72 34,7 15,38 | 0,784 | -1,56 | 3,8870 
VIII 72 33 | 67 | 0,978 1,96° |  3,5020 


' Aus der Tabelle ist ersichtlich, dass die Acetcholeinsdure 
die Hodenautolyse ziemlich stark beférdert; daraus entnehme 
‘ich, dass die Acetcholeinsiure im Gewebe in ihre Komponenten 
gespalten wird (siehe Versuch II.) und dass die dadurch ver- 
‘mehrte H-Ionenkonzentration einen giinstigen Einfluss ausiibt. 
‘Diese Tatsache beweist sicher der néchste Versuch mit Acethyl- 
idesoxycholsdure, die in ihrem Molekiil eine Acethylgruppe 
' aufweist. 


8. Versuch mit Acethyldesoxycholsiure. 


Um sie zu erhalten, wurde reine Desoxycholsiure in 
Eisessig lange gekocht, unter Zusatz von Wasser kristallisiert 
und aus verdiinntem. Alkohol umkristallisiert. Die erhaltene 
trockne Saure schmilzt bei 165°... . 
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TABELLE VIII. 
Jede Probe: 20 gr. 


Dauer ae ee pene Gesamt- 
Nr. der desoxy- Bie menge stickstoff 

Autolyse oy Pals gr. % gr. | 
I “ es 50,0 ah - 1,6208 
II 72 is 50,0 a wi 4,0571 
II 72 3,0 47,0 0,180 0,26 | 4,0571 
IV 72. 5,0 45,0 0,217 0,43 3,8643 
Vv | 109 | 400 0,434 0,87 3,7416 | 
VI 72 15,0 35,0 0,651 1,30: | 38,6654 
VII 72 20,0 30,0 0,868 1,74 3.6654 


VIII ans 25,0 25,0 1,085 2,17 38,4218 
Der Versuch zeigt, dass die Acethyldesoxycholsaure die 
Autolyse leicht hemmt. . 


Um niheren Einblick in die autolytische Eiweissspaltung 
_ bei Anwesenheit der Gallensiuren zu bekommen, habe ich weiter 
‘folgende Untersuchungen ausgefithrt. 

_ Die eine Portion des oben erwihnten Autolysates. wurde. 
mit konzentrierter Schwefelsiure angesiuert, so dass die Lésung 
5% davon enthielt, mit 10% iger Phosphor-Wolframsiurelésung: 
bis zur vollstaéndigen Fallung ausgefallt, am nichsten Tag von 
dem Niederschlag abfiltriert, und der Riickstand mit 59% iger 
Schwefelsiure gut gewaschen. Das Filtrat und der Riickstand 
wurden einzeln kjeldahlisiert. Aus dem Filtrat erhalt man die’ 
Stickstoffmenge der Monoaminosiuren und aus der Differenzzahl 
zwischen der Stickstoffmenge im Niederschlag und der Summe 
der Purinbasen- und Ammoniakstickstoffe ergab sich der Wert 
des Diaminosiurenstickstoffs. 

Eine Probe des obigen Autolysates wurde ammoniakalisch 
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gemacht, mit ammoniakalischer Silberlésung vollig gefallt und 


nach 12stiindigem Stehen an einem dunklen Ort abfiltriert. 
Der Riickstand wurde gut gewaschen, mit Calciumoxyd zur 
Entfernung des freien Ammoniaks lange gekocht und zur Be- 


stimmung des Purinbasenstickstoffs kjeldablisiert. 


In einer Portion wurde der Ammoniakstickstoff nach Folin 


bestimmt. 


Die erhaltenen Werte wurden alle auf Kilogramm Hoden- 


brei umgerechnet. 


9. 


Versuch mit Desoxycholscure. 


TABELLE IX. 


Jede Probe: 50gr. Stierhodenbrei in 250 ccm. Chloroformwasser. 


Nr. 


Dauer der Autolyse 


% 


N/10 Na. desoxy- 
cholat 


Desoxycholsaure 
menge 


Gesamt-N. 


Monoamino- 
sduren-N.° 


Diaminosduren-N. 
Purinbasen-N. 


Ammoniak-N. 


ccm. 


gr. 
% 


gr. 


gr. 
% 
gr. 
% 
gr. 
% 


gr. 
% 


2.3814 


1.6576 
69.61 


0.2488 
10.45 


0-2708: 


‘11.36 


6.1313 
5.93 


II III IV 
72 72 72 
s 15.0 30.0 
= 0.588 1.176 
ie 0.22 0.42 
6.7238 5.9884 5.5682 
4.5776 4.2094 3.8989 
68.05 70.17 70.08 
0.8405 0.7442 0.6041 
12.50 12.42 10.84 
0.7004 0.7144 0.7284 
10.42 11.76 13.08 
0.3690 0.3414 0.3152 
5.48 5.71 5.66 


% jeder Fraktion bezichen sich auf dem Gesamt-N. 
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TABELLE X. 
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Jede Probe: 50 gr. Schweinhodenbrei in 250 ccm. Chloroformwasser. 


Ns 


Dauer der Autolyse 


N/10 Na. desoxy- 
‘ t 


chola ae 
Desoxycholsiure : 
menge gre 
Gesamt-N. gr. 
Monoamino- gr. 
saduren-N. % 
Diamiaosduren-N. gr. 
% 

Purinbasen-N. a 
0 

Ammoniak-N. a 


I II IV 
= 72 | 72 72 
= = 15.0 30.0 
‘ 
= oe 0.588 1.176 © 
2.0812 4.4826 4.0273 3.7121 
1.4475 6.9714 2.6148 2.4747 
71.21 25.63 64.92 66.66 
0.1751 0.3969 0.3844 0.3610 
8.62 8.83 9.54 9.75 
0.2714 0.5837 0.6070 0.6170 
13.33 13.02 15.07 16.62 
0.1138 0.3502 0.2627 0.2627 
63 7.81 6.51 7.08 


Wie aus der Tabelle IX. 
Stickstoffmengen der Aminosiuren mit zunehmender 


und X zu ersehen ist, sind die 


Desoxy- 


cholsiuremenge vermindert, aber der Purinbasenstickstoff zeigt 
vermehrte Werte, mindestens der Prozentgehalt fiir die Gesamt- 
Der Ammoniakstickstoff zeigt keinen 


stickstoffmenge ist erhoht. 


bestimmten Wert. 
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Fersuch mit Cholscure. 


TABELLE XI. 


Jede Probe: 50 gr. Stierhodenbrei in 250 ccm. Chlo oformwasser. 


Nr. I II III IV 

Dauer der Autolyse = 72 72 72 

N/10 Na. cholat ccm. = — 15.0 30.0 
Cholsaéuremenge So | a a le ce 
Gesamt-N. gr.| 1.8210 3.8522 3.7822 3.5720 
Monoamino- gr. 1.2061 . 2.6148 2.5681 2.39 °0 
saiuren-N. ‘9% 69.23 67.88 67.90 66.01 
Seen er.| 0.2245 0.4132 0.3765 0.3677 
Diaminosauren-N. “o/| 19.39 10.73 9.95 10.29 
: ; gr.| 0.1716 0.5531 0.5463 0.5686 
ee oS os lar a.ee 14.35 14.45 15.98 
a wg: + (prel > Ontl7S 0.2714 0.2679 0.2443 
Ammoniak-B. = “9 6.44 7.04 7.08 6.84” 


TABELLE XII. 
Jede Probe: 50 gr. Schweinehodenbrei in 250 ccm. Chloroformwasser. 


Nr. i “<LI 
Dauer der Autolyse —= 72 
N/10 Na. cholat ccm.| — — 
Cholsauremenge gr. — — 
Gesamt-N. gr.|. 2.3118 7.6694 
Monoamino- _gr.||__1.5409 5.4631 
sduren-N. % 66.66 71.23 
Diaminosauren-N. °o brates reese 
Sa aa gr.|| 0.2802 0.8825 
Purinbasen-N, % 19.12 11.51 
Atmnoniak-, S| 941961 | 0.4908 


TI IV 
72 72 
15.0 30.0 
0.572 1.144 
7.6694 7.1441 
5.3230 5.0429 
69.41 70.58 
0.7685 0.6724 
10.02 9.41 
0.9105 0.9047 
11.86 12.67 
0.7564 0.6164. 
9.72 8.62 
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Bei diesen Versuchen habe ich das gleiche Resultat bekom- 
men wie bei Desoxycholsiure, und so kann man zu folgenden 
Schliissen gelangen. 

1. Cholsiure und Desoxycholsiiure hemmen die Autopro- 
teolyse des Hodens; dementsprechend tritt eine Verminderung 
der Gesamtstickstoffmenge im Vergleich mit der Autolyse unter 
normalen Bedingungen ein, und es ist sehr wahrscheinlich, dass 
die eingeftihrte Desoxycholsiure an Hemmungswirkung der 
Cholsiure tiberlegen ist. 

2. Die hemmende Wirkung der Gallensiure auf die Auto- 
proteolyse des Hodens ist von ihrer absoluten Menge und von 
ihrer Konzentration abhaingig, namlich je mehr Gallensiure 
hinzugefiigt wird, desto mehr vermindern sich die Abbaupro- 
dukte. | 

3. Die Spaltung des Eiweissmolekiils bei der Hodenautolyse 
in Gegenwart der Gallensduren vollzieht sich etwas eigenartig; 
die Stickstoffmenge der Monoaminoséuren und Diaminosiuren 
wird durch vermehrte Mengen Gallensiure in ihrem absoluten 
und relativen Werte herabgesetzt, aber die Spaltung der Nuk- 
leinstoffe wird gerade umgekehrt durch die Gallensiiure beférdert, 

Die obige Tatsache stimmt mit der Brugschschen Beo- 
bachtung (1922) gut tiberein, dass die Harnsiure im Harn bei 
Stauungsikterus sich stark vermehrt. Es ist klar, dass die 
Vermehrung der Harnséiure im Harn nicht nur durch Absper- 
rung des Ausscheidens durch die Galle, sondern dass auch durch 
die Cholimie Gallenséurediffusion in Geweben und Organen 
bedingt werde. Die Untersuchung dieser Frage ist jetzt noch 
im Gang. 

Dass bei Cholaemie des Stauungsikterus die Organzellen 
einer degenerativen Veriinderung anheimfallen, ist schon be- 
kannt, und die toxische Wirkung der Gallenbestandteile wird 
wenigstens ihrem Gehalt an Gallenséuren zugeschrieben. In 
vorliegender Untersuchung glaube ieh durch die herabgesetzte 
autolytische Proteinspaltung einen Beitrag zu ihrer Kenntnis 
geliefert zu haben. 


i ok Bet Kardsawn: 


II. Pruruna pER UMSETZUNG DER BEI DER AUTOLYSE: 
ZUGEFUGTEN GALLENSAURFN. 


Um zu sehen, wie die Gallensiuren im Organismus sich 
verhalten und ob sie sich darin mit irgendeinem stickstoffhal- 
tigen Stoffe paaren kénnen, habe ich die folgenden Untersu- 
chungen ausgefiihrt. aoe 

Die mit Essigsiure ausgekochte Autolysenfallung sowie 
Tanninfallung des Eiweisses wurden mit Alkohol auf dem Dampf- 
bade lange gekocht, und in dem alkoholischen Extrakt habe 
ich die Cholsiure und Acethyldesoxycholsiure unveriandert ge- 
funden, aber freie Cholsiure aus der Glykocholsiureprobe, und 
Choleinséure der héheren Fettsiuren aus der Desoxycholsdure- 
und Kampfercholeinsiureprobe erhalten. 


1. Gewinnung der Cholséiure aus der Cholsaéure- 
und Glykocholsaéureprobe. 


Bei beiden wurde die durch Essigsiure bewirkte Eiweis- 
sfillung und die Tanninfallung des Eiweisses mit Alkohol gut 
ausgekocht. Der durch Destillation von dem Alkohol befreite 
braune sirupése Riickstand wurde mit Petrolaither digeriert und 
abfiltriert. Der durch Petrolither entfairbte Ritickstand wurde 
unter Zusatz von Wasser mit Bleizuckerlésung ausgefallt. Der 
Bleiniederschlag wurde auf dem Wasserbade mit Sodalésung zur 
Trockne umgekocht und mit absolutem Alkohol extrahiert. 
Aus dem Alkoholextrakt habe ich keine gepaarten Gallensiuren- 
salze erhalten, aber aus der in Alkohol unléslichen wasserigen 
Natriumsalzlésung durch Ansiuerung mit Salzsiure eine amor- 
phe Saure erzielt, die aus dem vérdiinntem Alkohol in Nadeln 
auskristallisiert. Die reine im Vakuum bei 110° getrocknete 
Substanz hat keinen Stickstoff und schmilzt scharf bei 197°. 
Thre Analysenwerte, Aequivalenzzahl und physikalischen Eigen- 
schaftensentsprechen ganz gut der freien Cholsiure, aber die 
Ausbeute war sehr schlecht, und zwar wurden nur etwa 17-18% 
der zugefiigten Saéure wiedergewonnen. 
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Durch diesen Versuch ist gefunden, dass die in das Gewebe 
gebrachte gepaarte Cholsiure in ihre Komponenten gespalten 
wird und dass die Cholsiure im Gewebe sich mit keinem Stoffe 
paart. 


2. Gewinnung der Stearin- oder Palmitincholein- 
siure aus der Desoxycholsdureprobe. 


Der von Alkohol befreite, mit Aether digerierte Riickstand: 
wurde in Alkalilésung gelést und die Lésung unter Zusatz von 
Salzsiure mit Petrolither stark durchgeschiittelt. Die Fallung 
wurde in Alkohol aufgenommen, mit Tierkohle entfarbt; dann 
habe ich durch Wasserzusatz eine in Nadeln kristallisierte . 
Choleinsiure erhalten. Bei dem Versuch ist es méglich, dass 
die erhaltene Choleinsiure wihrend der Extraktion durch Alko- 
hol mit Desoxycholsiure und Fettsiuren sich verbunden hat. 
Um diesen Einwand zu entkraften, wurde eine andére Probe 
folgendermassen ausgefihrt. Der Autolysenriickstand wurde mit 
15% iger Sodalésung in der Wa4rme digeriert, von Seifen und 
Gallensaurensalzen abfiltriert und der Riickstand mit Wasser 
gut gewaschen. Das Filtrat wurde im Vakuum bei niedriger 
Temperatur eingetrocknet und mit Alkohol extrahiert. Das - 
alkoholische Filtrat wurde verdunstet und in Wasser gelést. 
Diese. Lésung wurde mit Salzsiure gefillt, mit Petrolather 
 durchgeschiittelt und abfiltriert. In dem Filtrat findet man 
keine gepaarte Gallensiiure. Die Fallung wurde in verdinntem 
Alkohol aufgenommen, mit Ammoniak alkalisch gemacht, mit 
15% iger Chlorbariumlésung versetzt und auf dem Wasserbade 
erwarmt. In der klaren Lésung scheidet ein Bariumsalz kri- 
stallinisch aus, welches nach der Abdampfung des Alkohols 
sich merklich vermehrt. Am niichsten Tag wurde der Nieder- 
schlag abfiltriert, mit Sodalésung in Wirme versetzt, und in 
der Natriumsalzlésung wurde mit Salzsiure eine Choleinsiure 
ausgefallt, die in Alkohol mit Tierkohle gereinigt und unter 
Zusatz von Wasser schén kristallisiert wurde. Die hier erhal- 
tene Choleinsiiure ist in ihren Eigenschaften mit der ersten aus 
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dem Alkoholextrakt gewonnenen Séure identisch. Etwa 80% 
der zugefiigten Gallensiure wurden wiedererhalten. Die erhal- 
tene Sdure lést sich leicht in Alkohol, Eisessig und Azeton, 
schwer in Aether, und sie kristallisiert aus verdtinntem Alkohol 
oder Essigsiure in Nadeln oder in Prismen mit abgeschragter 
Basis. Sie hat keinen Stickstoff, addiert nicht das Brom und 
entfarbt nicht die Permanganatlésung. Die mehrmals umkri- 
stallisierte, in Vakuum bei 110° getrocknete Substanz beginnt 
bei 175° zu erweichen und schmilzt bei 188-189°. 

Titration: 

1) 0.1460 gr. Subse: bravekten 3.80 com. N/10 NaOH. 


2) 0.2081 gr. va » 6.40cem. N/10 NaOH. 
Aequivalent. 
8. Cea H p04. CisH 3602 ber. 380.4 
8. C24 HO4-CigH 3202 yo 
gef. 384.2 385,4 
Analyse: 

1) 0,0988gr. series ergaben 0,2664g. CO, & 0,0953g. HO 
2) 0,0629¢r. y 0,1694¢. CO, * 0,0574¢. eo 
Stearincholeinséure. ber. Oxt3,68 « ~ JH 1054s. 
Palmitincholeinsaéure. _,, 73,58 - 10,38 

gef. 73,53 10,79 
18,45 10;21 


I, Fettsciurebestimmung nach Wieland (1916) 


Die reine Substanz wurde genau abgewogen und mit 10 
chem Xylol unter Riickflussktihler eine Stunde gekocht, von 
den ausgeschiedenen Kristallnadeln abfiltriert, mit Benzol gewa- 
schen und von ihrem Lésungsmittel befreit. Der Rickstand 
wurde mit Aether und Petrolaither wiederholt gut extrahiert und 
die erhaltene Séiure in Alkohol gelést und mit Normallauge 
titriert. 

4) 0.718 gr. Substanz brauchten 2.03 cém. N/10 NaOH 

2) 0.352 gf. $: is 1.01 ccm. N/10 NaOH. 

die der Natronlauge entsprechende Fettséure. 
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Stearinsiure: 1) 0.0577g. 2) 0.0287 g. 
Palmitinsdure; 1) 0.0520g. 2) 0,0259 ¢. 


in Prozent . 
fir Stearincholeinsdéure ber. 8.30 

sar | gef. 8.03 8.15 
fir Palmitincholeinsiure ber, 7.55 


gef. 7.24 7.35 


2. Untersuchung der Xylolcholeinscure. 


Die wahrend des Kochens in Xylol schén ausgeschiedenen 
Nadelkristalle wurden aus verdiinntem Alkohol umkristallisiert. 
Sie schmelzen bei 183-184”. 

Titration : 
0.1815 ¢g. Substanz brauchten 2.9 cem. N/10 NaOH 
Aequivalent 
(Coe HoOx)az. CsHio ber. 445.0 gef. 453.4 


3. Untersuchung der gebundenen Fettsdiure. 


_~ Die erhaltene Choleinséure wurde in Alkohol aufgenommen, 
mit Uberschuss der Natriumathylatlésung gekocht. Die beim: 
Erkalten ausgeschiedene Seife wurde abgenutscht, in Wasser 
gelést und mit Salzséure gefallt. Die getrocknete Fallung 
wurde mit -Ather extrahiert und in Alkohol mit Tierkohle 
gereinigt, Die aus verdiinutem Alkohol umkristallisierte Siure — 
besitzt den Schmelzpunkt von 56-57°, und sie zeigt nicht die 
Reaktion der ungesittigten Bindung. 


Titration; 
0.1384 Substanz brauchten 5,05 ccm. N/10 NaOH 
Aequivalent 
CisHagO2 ber. 284.4 
CisH320, »”? 256.3 
gef. 274,1 
Analyse: 


1) 0.1062 g. Substanz ergaben 0.2935 g, CO. & 0.12138¢g. H,O © 
2) 0.0826 g. =o af 0.2292 g. CO. & 0.0931 g. HO 
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CigH3,02 ber. € 7698. H 12:79 
CigHs,02 5 74.92 12.60 

gef. C 75.87 75.67 H 12.78 12.60 

Nach dem obigen Resultate ist die erhaltene Sdure eine 

Choleinsiure der hoheren Fettsiuren; aber die gebundene Fett- 
siure kann man nicht sicher identifizieren. 

In derselben Weise habe ich dieselbe Choleinsiure mit der 

Acetcholeinsiure- und Kampfercholeinsiiureprobe gewonnen. 
Dadurch habe ich den Beweis erbracht, dass die ins Gewebe 
gebrachte Choleinséure der niedrigen Fettséiuren oder des zykli- 
‘schen Kérpers in ihre Komponenten gespalten und wieder mit 
héheren Fettsiuren verbunden vorkommt. 

/ Uber die Fettspaltung bei Organautolyse haben wir bisher 
nur wenige Berichte: Sevringhaus (1923) nimmt an, dass die 
gebildeten, Fettsiuren die H-Ionenkonzentration im autolytischen 
Medium steigern; es muss ein giinstiger Einfluss auf die Auto- 
protealyse vorliegen. Bei Leberautolyse hat frither Sax] (1907) 
sehr geringe héhere Fettsiurebildung beobachtet, und neuerlich 
haben Rona und seine Mitarbeiter (1924) bei der Leberautolyse 
eine geringfigige Abnahme der Gesamtmenge der héheren Fett- 
sduren festgestellt. Ikoma (1925) hat in unserem Institut bei 
der durch Zusatz von Gallensiuren herbeigefiihrten Organauto- 
lyse eine gegentiber der Norm gesteigerte Fettsiurenbildung 
beobachtet. Nun ist es ersichtlich, dass die Desoxycholsiure 
und Choleinsaiure der niedrigen Fettsiuren oder des zyklischen 
Kérpers, wenn sie ins Gewebe gebracht worden, die Fettspal- 
tung desselben Gewebes steigern und dass die gebildeten héheren 
Fettsiuren sich mit den Gallenséuren verbinden und in Wasser 
dissozierbare Séuren bilden. Dieser Vorgang muss fiir den 
Fettstoffwechsel in der Leber eine giinstige Rolle spielen- 

Ueber das Vorkommen der Choleinséure in Organen haben © 
wir nur eine Mérschersche Arbeit (1923) tiber einen Cholein- 
sdurestein im Menschendarm, aber man kann bei Ikterus wohl 
an die Bildung von Choleinsiure in den Geweben denken. | 
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DAS VERHALTEN DER NIKOTINURSAURE ZUR 
PIKRINSAURE UND PIKROLONSAURE. 


Von 
YUZO SENDIJU. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut zu Nagasaki. 
Vorstand : Prof. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 21. April 1926). 


Pikrinsiiure sowie Pikrolonsiure sind seit langem vielfach 
zur Jsolierung und Identifizierung mancher Verbindungen 
benutzt worden, da ihre Salze besonders schén und _ leicht 
krystallisieren. 

Es lag nahe, einmal das Verhalten der Nikotinursiiure zur 
Pikrinsiure und Pikrolonsiure zu priifen, da das Auffinden 
der charakteristischen Salze neben dem Interesse, das ihre 
Kenntnis an sich selbst bietet, fiir die bequeme Isolierung der 
Nikotinursiure aus verschiedenen Stoffwechselprodukten von 
Bedeutung ist. 

Eine konzentrierte wisserige Lésung von Nikotinursiiure, 
welche nach der Nikotinsiureftitterung aus dem Hundeharn 
isoliert wurde und sich durch den Schmelzpunkt und die 
Analysen-Daten als absolut rein erwies, wurde mit gesittigter 
alkoholischer Pikrinsiurelésung versetzt. Sofort fielen goldgelbe 
feine Nadeln aus, die nach dem Umkrystallisieren aus heissem 
Wasser scharf bei 167° (unkorr.) schmolzen und folgende 
Analysenwerte ergaben : 

0,1144¢ Substanz gaben 0,1736g CO. und 0,0286¢g H.0, 

0,1360g Substanz gaben 22,0 cem (28°, 754 mm). 


Berechnet fiir CsHgNsO3CsH;N30; : Gefunden : 
C 41,07% 41,39.% 
H 2.68% 2, 74% 
N 17,11% 17,51% 


Ihre Léslichkeit in Wasser ist sehr gering. Eine heiss 


161 


162 | Y. Sendju. 


gesittigte Losung wurde tiber Nacht stehen gelassen, es ent- 
hielten dann am nachsten Tage 5,0 ccm Filtrat 0,0225g¢ Trocken- 
riickstand, demnach wiirde 1 Teil Pikrat 222 Teile Wasser zur 
Lésung brauchen. Die Léslichkeit in Alkohol betrégt 1:280, in 
Ather ist das Pikrat sehr wenig léslich,.1:12500. 

Um das Pikrolonat zu erhalten, wurde eine konzentrierte 
wiasserige Lésung von Nikotinursdure mit einer konzentrierten 
alkoholischen Lésung von Pikrolonsdure versetzt. Es hatte sich 
dann ein reichlicher schwefelgelber Niederschlag gebildet, der 
aus feinen Nadeln bestand. Er wurde abfiltriert und aus 
heissem Wasser umkrystallisiert. 

0,13840g¢ Substanz gaben 0,2402g CO, und 0,0415¢ H.O, 

0,2397¢ Substanz gaben 41,0 ccm N. (22°, 754 mm), 

Berechnet fiir CsHsN203 CioH3N.O; : Gefunden : 


C 48,649 48, 88% 
H 3,60.% 3,46. 
N 18,91 19,12% 


Das Pikrolonat schmilzt glatt bei 196 (unkorr.) ; es lést 
sich in Wasser im Verhaltnis 1:819 bei Zimmertemperatur, die 
Léslichkeit in Alkohol betragt 1:694, in Ather 1:25000. 

' Will man die freie Siure wieder von der Pikrins&ure oder 
Pikrolonséure befreien, so braucht man wie gewéhnlich nur die 
heissen wiasserigen Lésungen der Salze mit Schwefelsiure zu 
versetzen und mit Ather zu behandeln. 


ZUR KENNTNIS DER VERGLEICHENDEN BIOCHEMIE. 


III. Mitteilung. Uber das Verhalten der Nikotinsaure im 
Organismus der Sdugetiere und der Vogel. 


Von 
YUTAKA KOMORI und YUZO SENDJU. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut zu Nagasaki. Vorsiand: Prof. M. To mita.) 
(Eingegangen am 21. April 1926). 


Bekanntlich machte D. Ackermann vor mehreren Jahren 
die interessante Beobachtung, dass Nikotinséiure, welche Hunden 
per os eingeftihrt war, als zwei umgewandelte Verbindungen 
d.i. Nikotinursiurere und Trigonellin im Harn ausgeschieden 
wurde. Die letztere davon ist im Pflanzenreich sehr verbreitet 
und verdient ein grosses Interesse, weil sie vielleicht das Aus- 
gangsmaterial zur Synthese mancher kompliziert gebauter Alka- 
loide darstellt. Eine Nachpriifung dieser Entdeckung Acker- 
manns hat aber bisher, so viel uns bekannt, nicht stattge- 
funden. 

Gemeinsam mit Prof. Tomita haben wir neuerdings die 
Vergiftung mit Nikotinsiure bei verschiedenen Tieren unter- 
sucht und dabei beobachtet, dass der Widerstand gegen diese 
Verbindung bei verschiedenen Tierarten auch bei gleichartiger 
Ernthrung ganz verschieden ist. | 

Einerseits, um die interessante Beobachtung von Acker- 
mann nachzupriifen, und andererseits, um die Entgiftungs- 
vorginge gegen Nikotinsiure bei verschiedenen Tierorganismen 
zu vergleichen, haben wir eine Reihe von Fiitterungsversuchen 
mit Nikotinsfure an Hunden, Kaninchen, Htthnern und Tauben 
angestellt. 

Zunichst konnten wir den Befund von Ackermann be- 
stiitigen. Das Resultat unserer Versuche war aber etwas ab- 
weichend. Nach Eingabe von Nikotinsiure trat bei allen 
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- untersuchten Tieren stets unverdnderte Nikotinsiure im Harne 
auf. Der Schmelzpunkt der Nikotinursdure liegt scharf bei 
248° (unkorr.), wahrend Ackermann 233° angab. Beim Ver- 
suche an Kaninchen ist die Fahigkeit, Nikotinursdure zu bilden, 
etwas herabgesetzt gegentiber Hunden, und die Trigonellin- 
bildung bleibt ganz aus. Beim Vogelorganismus konnten wir 
weder Nikotinursiure- noch Trigonellinbildung nach Verfit- 
terung von Nikotinsiure beobachten. Dabei wurde die ver- 
abreichte Nikotinsaéure in betrachtlicher Menge unverdndert i im 
Harne ausgeschieden. 


EXPERIMENTELLE BELEGE. 
I. VeErsucnHt BEIM HuNDE. 


Ein mittelgrosser Hund bekam in Milch 1g Nikotinsaure, 
die vorher durch Zugabe von Sodalésung in das gut lésliche 
_Natriumsalz verwandelt war; er hahm das Praparat. auf diese . 


Weise ohne Zégern. Im Ganzen wurden 10g Nikotinsftre — 


verabreicht. Der gesammelte Harn wurde in schwach saurer 
Reaktion auf Wasserbad zu Sirup eingedampft, mit heissem 
Methylalkohol aufgenommen, wobei anorganische Salze zur 
Abscheidung kamen. Das Filtrat wurde durch Abdunsten von 
Methylalkohol befreit, mit 5 proz. Schwefelsiure aufgenommen 
und mit Phosphorwolframsaure gefallt, Nach einigen Tagen 
wurde die voluminése Fallung in bekannter Weise durch Be- 
handeln mit Baryt und Kohlensaure in eine kohlensaure Liésung 
verwandelt. Diese engté man stark ein. und sduerte mit Salz- 
siure an. Jetzt schied sich ein weisser krystallinischer Kérper 
aus. Die Krystalle wurden aus heissem Wasser umkrystalli- 
siert, es schieden sich zuerst weisse Nadeln aus (2,15g), die bei 
231°-232° schmolzen. 

0,1724¢ Substanz gaben 16,3 com N. (9°, 756 mm), 

0,1286g Substanz gaben 0,2742g¢ CO: und 0,0503g H,0, 

Berechnet fiir CsH;NO, Gefunden : 
N 11,38% 11,24% 
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C 58,53,% 58,15,% 
H 4,06% «487% 


Sie erwiesen sich also als unverdnderte Nikotinsiure. 

Die von Nikotinsiure abfiltrierte Lésung wurde wieder mit 
Salzsiiure versetzt und einige Tage stehen gelassen, es schieden 
sich dabei im Wasser schwer lésliche, harte Krystalle aus 
(2,3g). Der Schmelzpunkt der Substanz ist im Gegensatz zur 
Angabe Ackermanns sehr scharf und liegt bei 248° (unkorr.), 
wihrend der genannte Autor 233° angab. 

0,1821¢ Substanz gaben 24,3 com N. (12°, 762 mm), 

0,2124¢ Substanz gaben 0,4166g CO: und 0,0824¢ H:0, 


Berechnet fiir CsHSN: 203 -Gefunden : 
N 15,559) 15,81.% 
C 53,33. 53,49% 
H 4,44% 4,849 


In der gleichen Weise wie Ackermann haben wir einen 
Spaltungsversuch ausgefiihrt.. 
mee Substanz wurde vier Stunden mit igeogen tea Baryt- 
wasser riickfliessend erhitzt, die erhaltene Masse nach Zugabe - 
von viel Wasser mit Kohlensiure -gesiittigt. Aus der vom 
Baryumkarbonat abfiltrierten Lésung wurde das zuriickbleibende 
Baryum mit. Schwefelsiure genau ausgefallt. Das Filtrat des 
Baryumsulfates wurde zu Syrup eingeengt und mit Athylalkohol 
versetzt. Der Niederschlag wurde aus Wasser umkrystallisiert 
(0,2¢). Auf Grund einer Analyse und des Schmelzpunkts ist 
die Substanz als Glykokoll angenommen. 
0,0373¢ Substanz verbrauchten 6,3 cem n/10-H2S0,, 


Ber. fiir C.H;NO: : Gefunden : 
N 18,66% 18,64% 


Aus Alkoholausztigen erhielten wir nach Verdampfen des 
Alkohols und Umkrystallisieren aus Wasser eine analysenreine 
Substanz in einer Menge von 0,41g. In allen ihren Eigen- 
schaften stimmt sie mit Nikotinséiure tiberein. Sie hatte den 
Schmelzpunkt von 231°-232° und gab einen gut stimmenden 
Stickstoffwert. 
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0,1762g Substanz gaben 17,3 cem N. (14,9°, 758 mm), 


Berechnet fir C;H;NO,- Gefunden : 
N 11.38%: 11,40% 


Durch diesen Spaltungsversuch wurde der definitive Beweis 
erbracht dafiir, dass hier ein Kuppelungsprodukt zwischen — 
Nikotinséure und Glykokoll vorlag. . 

Die nach Beseitigung der Nikotinséure und so mit Niko- 
tinursdure identifizierten Krystalle verbleibende salzsaure Lésung 
von Substanzen, die mit Phosphorwolframsaure gefallt waren, 
wurde zu Sirup eingedampft, mit alkoholischer Sublimatlésung 
gefallt und die Fallung am andern Tage abgesaugt. Der 
Niederschlag wurde nun mit Schwefelwasserstoff zerlegt, die 
abfiltrierte Chloridlésung nach dém Einengen in Alkohol einge- 
gossen. Man ldste den Niederschlag in ganz wenig Wasser 
und versetzte wieder mit gesattigter alkoholischer Sublimatlésung. 
Die wieder mit Schwefelwasserstoff behandelte Chloridlésung 
wurde zu Sirup eingedampft, der Sirup mit Methylalkohol 
extrahiert. Nach Abdampfen des Methylalkohols wurde der 
Riickstand mit Athylalkohol zugesetzt. Der grédsste Teil des 
Rickstands blieb ungelést und konnte, aufs Filter gebracht, 
wiederholt mit Athylalkohol gewaschen werden (0,94g). Aus 
der konzentrierten, wasserigen Lésung dieser Substanz erhielten 
wir durch alkoholische Goldchloridlésung das Goldsalz als schén 
gelben, krystallinischen Niederschlag, den wir nach der Analyse. 
fir Trigonellin-chloraurat halten. Diese Verbindung schmilzt 
bei 199°. 

0,0720g Substanz gaben 0,0296g Au. 

C,H;,NO,HAuCL Ber. Au 41,3% 
Gef. Au 41,1% 

Somit war ein Teil der verftitterten Nikotinséiure, wie 
Ackermann berichtet. hat, durch Methylierung und Betain- 
bildung in Trigonellin verwandelt. 


II. VeErRsucHE BEIM KANINCHEN. 


Nikotinsiure wurde in Form des Natriumsalzes in viel 
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Wasser gelést in einer Gesamtquantitit von 40g an 4 Kaninchen 
innerlich verabreicht und zwar in tiglich einmaliger Dosis von 
1g. Die vereinigten methylalkoholischen Ausztige der frisch 
eingedampften Urine wurden nach dem Abdestillieren mit 5 
proz. Schwefelsiure aufgenommen und mit Phosphorwolfram- 
siure gefaillt. Die weitere Verarbeitung geschah in derselben 
Weise, wie beim Hunde. Die nach dem Ansiuern reichlich 
ausgeschiedenen Krystalle (8,21g) schmolzen nach mehrmaligem 
Umkrystallisieren constant bei 232° C. 

Aus der Mutterlauge erfolgte noch nachtraglich eine réich- 
liche Krystallisation, welche man durch fraktionierte Krystal- 
lisation in zwei Arten von Verbindungen trennen konnte. Die 
eine davon war in Wasser leicht léslich und schmolz scharf bei 
232.° Die andere léste sich dagegen sehr schwer in Wasser. Nach 
mehrmaligem Umkrystallisieren schmolz sie constant bei.248.° 

Um den Harnstoff zu beseitigen, wurde die letzte Mutter-- 
lauge mit Na,CO; neutralisiert und unter Zusatz von Urease im 
Brutofen stehen gelassen. Durch Destillation unter verminder- 
tem Druck’ wurde das Ammoniak vollstindig verjagt und der 
Rickstand mit Methylalkohol extrahiert. Durch Wiederholung 
der ‘oben erwihnten Procedur. schied sich’ daraus noch eine 
geringe Menge einer scharf bei 232° schmelzenden Substanz. 
Auf Zusatz alkoholischer Sublimatlésung schied sich aus der 
letzten Mutterlauge nichts aus. Im Ganzen erhielt man 14,91g 
von einer in Wasser leicht léslichen Substanz (A), die bei 232° 
schmolz, und 1,43g Substanz von 248° Schmelzpunkt (B). 

A Substanz. 

0,1570g Substanz gaben 15,5 cem N. (9°, 766,5 mm), 
0,1124¢ Substanz gaben 0,2440g CO, und 0,0435¢ HO, 


Berechnet fiir C;H;NO, Gefunden : 
N 11.38% 11,92% 
C 58,53% 59,2096 
H 4,06% 4,32% 


Es unterliegt keinem Zweifel, dass die hier erhaltene Ver- 
bindung mit Nikotinsiiure identisch war. 
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B Substanz. | a 
0,1060g Substanz gaben 15,1 ccm N. (17,8°, 761 mm), 
0,0894g Substanz, gaben 0,1789¢ CO, und 0,0366g H,0, 


Berechnet fiir CsHsN.Os Gefunden : 
N 15,55% 16,41%: | 
C 58,33% 54,57, %" 
H 4,44% 4,57% 


Die Analysenzahlen ergaben algo etwas zu hohen Wert. 

Den Spaltungsversuch stellte man mit 0,15g Substanz an. 
Sie wurde mit starkem Barytwasser unter Riickflusskiihler 4 
Stunden gekocht, das Reaktionsprodukt in viel Wasser gelést, 
der tiberschiissige Baryt durch CO, entfernt, das Filtrat mit 
verdtinnter Schwefelsiure vorsichtig neutralisiert und die klare 
Lésung: zur Trockne eingedampft. Die ausgeschiedene Kry- 
stallmasse wurde mit absolutem Alkohol heiss extrahiert. Aus 
dem Alkoholauszuge erhielten wir 0,01g Krystalle, die nach 
- Umkrystallsieren bei 231°-232° schmolzen. 
| Der in Alkohol unlésliche Rtickstand wurde in ~Wasser 
gelést und zur Identifizierung in Kupfersalz tbergefthrt. 

0,0024g Substanz gaben 0,0009g CuO, ~ 
Ber. ftir (C,.H,NO:). Cu : 30,04% ; Gef. 29,95.%. 

Nach dem Resultaté der Untersuchung beim Kaninchen 
handelt es sich auch hier wiederum um eine Synthese der 
Nikotinséure mit Glykokoll zu Nikotinursiure, aber nicht um 
eine Methylierung zum _ Trigonellin. 


III: VeErRsucHe BEI V6GELN. 


Die Paarung der Aminosiure mit k6érperfremden Ver- 
bindungen ist bekanntlich bei Stiugetieren und Végeln: ganz 
verschieden. So z. B. werden an Végel verabreichte Benzoe- 
siure und Phenylessigsiiure nach der Entdeckung von M. Jaffe 
und G. Totani sehr leicht an Ornithin gekuppelt, wihrend bei 
der Fitterung von Siugetieren Hippursiiure oder Phenacetur- 
siiure im Harn ausgeschieden werden. 
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Um diese Beobachtung zu erweitern, haben wir zunidchst 
die Umsetzung der Nikotinsiure im Organismts des Huhns und 
der Taube verfolgt, die bei Saiugetieren. ‘wie oben erwabnt, an 
Glykokoll gekuppelt als Nikotinurséiure im Harn auftritt. 

10g Nikotinséiure wurden in Form des Natriumsalzes in 
Wasser gelist und davon einer Taube in tiglich einmaliger 
Dosis von 1g innerlich verabreicht. Die Verarbeitung der 
Urine geschah in der oben beschriebenen Art. Beim Ansiéiuern 
der konzentrierten Lésung von Substanzen, die mit Phosphor- 
wolframsiure gefallt waren, schieden sich weisse Krystalle aus, 
die bei 232° schmolzen. Durch Wiederholung der Procedur 
erhielten wir noch eine geringe Menge derselben Substanz, 
sodass die Ausbeute der aus salzsaurer. Lésung gewonnenen ca. 
3,5¢ betrug. Dass es sich um Nikotinséiure handelte, wurde 
durch folgende Bestimmungen bestitigt. 

0,2443¢ Substanz gaben 25,0 ccm N. (15,5°, 759 mm), 

0,1219¢ Substanz gaben 0,2621g CO: und 0,0469¢ H.O, 


Berechnet fiir CsH;NO: : Gefunden : 
N 11,38% 11,88% 
CBS ,00 56, 58,63% 
H 4,06% | 4,30.% 


Aus der von Nikotinsaure abfiltrierten Lésung konnten wir 
eine zweite Substanz nicht auffinden ; jedenfalls aber war der 
Nikotinsiure keine Spur der bei Saéugetieren erhaltenen Niko- 
tinursiéure beigemengt. Das Trigonellin wurde hier auch nicht 
isoliert. 

Wir gingen nun dazu tber, die Nikotinsiure auf ihr Ver- 
halten im Organismus der Hiihner zu priifen, indem wir 10g 
der reinen Substanz, in Form des Natriumsalzes in Wasser 
gelést, einem Huhne innerlich in tiglichen Dosen von 1g ver- 
abreichten. Die vereinigten methylalkoholischen Ausztige der 
frisch eingedampften Urine wurden nach dem Abdestillieren 
mit 5 proz. Schwefelsiure aufgenommen und mit Phosphor- 
wolframsiure gefaillt. Der Niederschlag wurde in bekannter 
Weise zerlegt und die weitere Verarbeitung geschah in oben 
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erwihnter Weise. Diesmal konnten wir auch kein Umwand- 
lungsprodukt erhalten, sondern erhielten im Ganzen 3,7g von 
unverdndert ausgeschiedener Nikotinsaure. 

0,1624g¢ Substanz gaben 15,5 ccm N. (10,4°, 754 mm), 


Berechnet fiir O;sH;NO: : Gefunden : 
N 11,38% 11,25.% 


Zieht man nun die erwaihnten Tatsachen in Betracht, so 
unterliegt es keinem Zweifel, dass die an Hunde verabreichte 
Nikotinsiure im Einklang mit der Annahme Ackermanns 
zum Teil nach Paarung mit Glykokoll als Nikotinursiéure und 
zum Teil unter Methylierung und Betainbildung als Trigonellin 
ausgeschieden wird, wahrend bei ‘‘aninchen die Séure nur an 
Glykokoll gekuppelt wird und als Trigonellin nicht zur Aus- 
scheidung gelangt. Ein merkwiirdiges Verhalten zeigt dabei 
die Nikotinsiure bei Végeln, insofern die Saéure unverindert 
den Organismus verlasst. Es muss aber noch dahingestellt 
bleiben, ob der Vogelorganismus absolut ausserstande sei, die 
Nikotinsiure in die Aminoséureverbindung ‘iiberzufiihren ; denn 
es ware auch denkbar, dass die Menge der gebildeten Um- 
wandlungsprodukte zu gering ist, als dass man sie nachweisen 
kénnte. 
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UBER DAS VERHALTEN VON 0-NITROBENZAL- 
DEHYD, 0-AMINOBENZALDEHYD UND 
ANTHRANIL IM TIERKORPER. 


Von - 
TAKESHI HOSODA. 


(Aus dem Sasaki-Laboratorium in Tokio). 
(Eingegangen am 24. April 1926) 


Auf Grund der Entdeckung, dass /-Tryptophan infolge der 
Ringeréffnung des Pyrrolteils seines Indolkerns durch bakteri- 
elle Einwirkung unter Umstinden in Anthranilsdure tibergeht 
(Sasaki 1923), wurde der Gedanke nahegelegt, dass die Um- 
wandlung von /-Tryptophan in Kynurenséure unter intermedi- 
arer Bildung von o-Aminobénzaldehyd etwa nach dem bekann- 
ten. Schema der Friedlanderschen Chinolinsynthese vonstat- 
ten gehen diirfte. 

Aus dem Gedankengange veranlasste mich unser Chef, Herr 
Takaoki Sasaki, die Umwandlung von 0-Nitrobenzaldehyd 
und Anthranil im tierischen Organismus zu verfolgen, wobei 
ich besonders aufmerksam nach der Kynurenséure fahnden 
sollte. Bei den von mir benutzten Tieren, nimlich Kaninchen, 
konnte ich bei unseren Versuchsbedingungen kein Auftretett . 
der Kynurensiure im Harn konstatieren. Nach der Einverlei- 
bung {per os und subcutan) von o-Aminobenzaldehyd und An- 
thranil beobachtete ich anbei das Auftreten einer schwerlésliches 
Kupfersalz bildenden Substanz im Harn, welche sich als An- 
thranilsdure erwies. Mit dem o-Nitrobenzaldehyd konnte ich nur 
das Versuchsergebnis von Sieber und Smirnow (1887), d. h. 
_ den Ubergang des 0o-Nitrobenzaldehyds in o-Nitrobenzoesiure, 
bestatigen. Trotz sorgfiltigen Suchens nach Anthranilsiure 
konnte ich sie doch nicht ausfindig machen. Es war also kein 
Reduktionsprozess konstatierbar. 
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Besonders interessant ist die Umwandlung des Anthranils in 
Anthranilsiure auf biochemischem Wege, da bei dem Ubergang 
eine intramolekulare Atomverschiebung vor sich gehen muss”. 
Wenn sich das Anthranil auch bei manchen Reaktionen wie 
ein Anhydrid der Anthranilsiure verhalt, so besteht doch 
auf Grund sehr eingehender Untersuchungen von Bamberger 
und seinen Schiilern seine konstitutionelle Formulierung als 
Benz-8-y-isoxazol** zu Recht. Somit soll das Ergebnis ein 
Beispiel einer interessanten biochemischen intramolekularen 
Atomverschiebung darstellen. Das Anthranil lasst sich auf rein 
chemischem Wege einerseits durch Reduktion mit Zinn und 
Essigsiure oder mit Eisenvitriol und Ammoniak aus 0-Nitro- 
benzaldehyd, anderseits durch Oxydation mit Caroscher Saéure 
aus 0-Aminobenzaldehyd darstellen, wahrend es durch Alkalien 
unter Umlagerung in Anthranilsiure umgewandelt wird. In 
Anbetracht dieser rein chemischen Reaktionen ist das bioche- 
mische Ergebnis von besonderem Interesse. Die’ beiden 
Ergebnisse lassen sich kurz, wie folgt, veranschaulichen. 


Reinchem. Reaktion. 


N N. 
OX VE AS A 
( \ = DOreder {i 10 | Gr SS ane ae 
WA se A BS A Ae 7 


Oxydation a na Reduktion 


ic SNE eo \_NO; 
\ -oH0. \ }-cHo 


* Dies beziigliche Literatur zusammengestellt in Meyer u. Jakobson: 


Lehrbueh d. organ. Chem, Bd. II, Teil 3, S. 514-517. Vergl. auch Leuchs. 
H. (1925): Ber. d. deutsch. chem. Ges. 58, 1452. 


** Uber die Nomenklatur vergl. Bamberger, E. (1909): Ber. d. deutsch, 
hem. Ges. 42, 1673. 
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Biochem. Ergeb. 


AY ore 7c ‘NE: 
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CHO 
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¥ //-CHO \_ }-cooH 


So vergleichend betrachtet beansprucht das Nichtreduziert- 
werden der orthostindigen Nitrogruppe einigermassen unser 
Interesse. Nach Ellinger und Hensel (1914) fallt die Nit- 
‘rogruppe in p-Stellung verhiiltnismassig leicht einer biologischen 
Reduktion anheim, indem diese Forscher nach Einverleibung 
von p-Nitrobenzaldehyd und auch von p-Aminobenzaldehyd p- 
Aminobenzoesiure im Harn nachweisen konnten. Auch m- 
Nitrobenzaldehyd wird biologisch zu -m-Aminobenzoesaéure re- 
duziert. Der nicht reduzierte Anteil des m- und p-Nitrobenz- 
aldehyds wird nach Sieber und Smirnow (1. ¢.) als m- resp. p- 
Nitrohippursiure ausgeschieden, wahrend die 0-Verbindung ohne 
Paarung als o-Nitrobenzoesiure im Harn auftritt, was auch ich 
bestiitigen konnte. Auch hier offenbart sich also das besondere 
Verhalten der orthostindigen Nitrogruppe im tierischen Organis- 
mus. 

Wenn auch verschiedene Deduktionen ftir diese Tatsache 
zulassig sein mégen, ist sie doch immerhin recht merkwiirdig. 


EXPERIMENTELLER TEIL. 


o-Aminobenzaldehyd wurde nach Bamberger und De- 
muth (1901) aus 0-Nitrobenzaldehyd (Kahlbaum) dargestellt; 
d.i. durch Reduktion mittelstt Eisenvitriols und Ammoniaks, 
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Anthranil nach Friedlander und Henriques (1882) durch 
Reduktion des o-Nitrobenzaldehydes mittelst LEisessigs und 
Zinns. 

Als Versuchstiere gebrauchte ich Kaninchen. 


' A. VeErRsUCH MIT 0-AMINOBENZALDEHYD. 


Ich applizierte dem Tiere die Substanz, per os in Wasser 
suspendiert, subkutan als alkoholische Lésung. Die nach der 
Injektion aufgetretene Unruhe des Kaninchens hatte sich nach 
etwa 1 Stunde wieder gelegt. Der Appetit jedoch zeigte sich 
auffallend gestért. Ein 2,5 kg schweres Kaninchen ertrug im 
ganzen 10 g Aldehydes, welche Menge im Verlaufe von 9 Ta- 
gen in 7 Diesen gegeben wurde. (jedes Mal 1,3-1,5 8; also pro 
kg 0,5-0,6 g). 

Behandlung des Harns. Der frisch entnommene Harn re- 
duzierte weder Fehlingsche Lésung noch ammoniakalische Sil- 
berlésung. Die p-Nitrophenylhydrazinprobe fiel auch negativ 
aus, ebenso die Indikanprobe. Der gesammelte, unter vermin- 
dertem Druck bei 40° bis zu Sirupkonsistenz abgedampfte Harn 
wurde mit heissem Alkohol extrahiert. Der Alkoholextrakt 
wurde zuerst nach dem Abdampfen des Alkohols im Wasser 
gelést und nach Anséuren mit verd. Schwefelsiure mittelst 
des Kumagawa-Sudoschen Flissigkeitextraktors mit Aether 
extrahiert. Aus dem Aetherextrakte schieden sich nach dem 
Abdampfen des Aethers leicht gelbliche Krystalle aus. Nach 
der Reinigung auf einer Tonplatte wurden sie aus siedendem: 
Wasser unter Zusatz von Tierkohle umkrystallisiert. Die Kry- 
stalle waren schwer léslich in kaltem Wasser, léslich dagegen 
in heissem Wasser und Alkohol. 

Ihre Lésung fluoreszierte schwach blau. Aus ihrer was- 
serigen Lésung fiel nach Zusatz von Kupfersulphatlésung das 
unlésliche Kupfersalz aus. Die Substanz enthielt Stickstoff 
und schmolz bei 144-145° (unkorr.). Bei der Mischprobe mit 
synthetisch dargestellter analysenreiner Anthranilsiure zeigte sie 
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keine Schmelzpunktdepression. Fir die Analyse wurde die 
Substanz im Vakuum bei 60° getrocknet: 


0,1049 g Substanz: n/10 Hz SQ, 7,6 com 
Berechnet fiir C,H; O.N: Gefunden: 
N A oe 10,14 Proz. 


Nach den obigen Resultaten kann kein Zweifel mehr bestehen, 
dass es sich bei der Substanz aus dem Harn um Anthranilsiure 
handelt. Die Menge der rein isolierten Anthranilsiure betrug 
0,5 g. 

Bei Fiitterungsversuchen per os war die Ausbeute geringer 
als-die bei der Injektion. Es ist bemerkenswert, dass nach der 
o-Aminobenzaldehydfiitterung keine Glykosurie zu konstatieren 
war, wahrend sie bei Kaninchen infolge der Einverleibung von 
Anthranilsaéure aufzutreten pflegt. . 


B. . VersucH MIT o-NITROBENZALDEHYD. 


Ich injizierte einem 3kg schweren Kaninchen im. ganzen 
10g von in Alkohol geléstem Aldehyd und zwar.subkutan in 
6 auf eine Woche verteilten Dosen (jedesmal 0,5-0,6 g¢. pro kg). 
Nach der letzten acme starb einen Tag spater aus Kanin- ~ 
chen. 

Behandlung des Harns. Ich behandelte den Harn wie beim 
o-Aminobenzaldehyd. Der frische Harn zeigte Reduktion weder 
gegen Fehlingsche Lésung noch gegen ammoniakalische Silber- 
‘lésung. Die p-Nitrophenylhydrazinprobe war negativ. Den 
gesamten Harn extrahierte ich wie beim 0o-Aminobenzaldehyd 
mit Aether. Die nach dem Abdampfen des Aethers zurtick- 
gebliebenen Krystalle wurden zuerst auf einer Tonplatte gerei- 
nigt und dann aus siedendem Wasser unter Zusatz von Tier- 
kohle umkrystallisiert. Sie waren in kaltem Wasser schwer 
léslich, aber leicht in heissem und in ca. 95 % igem Alkohol. 
Sie schmeckten siiss. Ihre Lésung zeigte keine Fluoreszenz. 
Sie enthielten Stickstoff und schmolzen bei 147-148° (unkorr.). 
Bei der Mischprobe mit Anthranilsiure zeigten sie eine deut- 
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liche Schmelzpunktdepression. Die Ausbeute der reinen Sub- 
stanz betrug 2,0g. Fur die Analyse wurde die Substanz im 
Vakuum bei 100° getrocknet; 


0,1239 g Substanz: 9,3cem N (17,5°, 756 mm) 
Cr H; Os N Ber. gef. 
N : 8,39 8,71 Proz. 


Da die Substanz den Analysenzahlen und ihrem charakteri- 
stischen siissen Geschmack nach nichts anderes als o-Nitroben- 
zoesiure sein kann, so stimmt mein Versuchsresultat mit den 
fritheren Cohnschen Angaben (1893) tberein. 


C. Versuch mir ANTHRANIL. 


Anthranil wurde einem 38,8kg schweren Kaninchen als 
alkoholische Lésung subkutan injiziert und zwar 4,8g Sub- 
stanz (pro kg 0,4g) auf 3 Tage verteilt. Das Kaninchen starb 
am Tage nach der letzten Injektion. Ich behandelte den Harn 
wie bei den schon beschriebenen Fallen. Der frische Harn 
zeigte keine abnorme Reaktion. 

Die wenigen, aus dem Aetherextrakt isolierten Krystalle 
lésten sich sehr schwer in kaltem Wasser, aber ziemlich leicht 
in heissem. Ihre wasserige Lésung fluorescierte leicht bliulich. 
Nach Zusatz von wisseriger Kupfersulfatlésung fiel das im 
Wasser unldsliche Kupfersalz aus. Die Substanz enthielt 
Stickstoff und schmolz bei 144-145° (unkorr.). Bei der Misch- 
probe mit Anthranilsdure entstand keine Temperaturdepression. 
Zwecks Analyse wurde die Substanz im Vakuum bei 60° ge- 
trocknet; 


0,0965 g¢ Substanz: n/10 H. SO, 7,0 cem 

CG, He.OF N Berechnet. Gefunden. 

N 10,22 10;15° Proz. 
Die Substanz ist mithin nichts anderes als Anthranilsiure. Die 
Menge der gereinigten Anthranilsiiure aus dem Harn _betrug 
0,18g. Der grésste Teil des einverleibten Anthranils entging 
somit meiner Nachforschung. Dies dceutet vielleicht darauf hin, 
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dass die intramolekulare Atomumwandlung im tierischen Orga- 
nismus nur schwer vor sich geht, wihrend die Ausbeute der 
Anthranilsiure aus Anthrani] auf rein chemischem Wege viel 
befriedigender ist. 

Die wiederholt ausgefiithrten Tierversuche mit den Substan- 
zen (o-Aminobenzaldehyd, 0-Nitrobenzaldehyd, Anthranil) erga- 
ben fast gleiche Resultate. 
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UBER DIE PHOSPHORVERTEILUNG IN DER MUSKU- 
LATUR UND IN DER LEBER UNTER VERSCHIE- 
DENEN BEDINGUNGEN, INSBESONDERE 
UNTER EINFLUSS VON HORMONEN. 


Von 
YASUSADA ODA. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut, Kaiserliche Universitat 
zu Tokyo. Vorstand: Prof. Dr. 8S. Kakiuchi.) 


(Eingegangen am 24. April 1926.) 


I. EXnierruna. 


‘Es sind von manchen Seiten zahlreiche Untersuchungen 
tiber den Mechanismus der Insulinwirkung unternommen worden, 
ohne dass die Frage bis jetzt eine endgiiltige Klarung erreicht 
hat. In der betreffenden Literatur findet man, dass Insulin freies 
anorganisches Phosphat im Blut und Harn verringert (Wig- 
glesworth, Woodrow, Smith u. Winter 1923; Perzweig, 
Lantham u. Keefer 1923; Harrop, George u. Benedict 
1923; Savino 1924; Sockhey u. Allan 1924). Daraus geht 
hervor, dass das Phosphat unter dem Einfluss von Insulin in 
irgend einer Form in irgendwelchen Organen aufgenommen 
wird. Als solch ein Organ erkannte man den Skelettmuskel 
(Harrop, George u. Benedict 1924). Anderseits spielt die 
anorganische Phosphorsiure in der Muskeltatigkeit eine grosse 
Rolle, indem sie dabei mit Hexose in Verbindung tritt (Emb- 
den, Schmitz u. Meincke ‘1921; Meyerhof 1923). Auch 
bei der Driisenleistung seheint ihr eine Bedeutung zuzukom- 
men (Camis 1924; Schmitz u. Cheometzka 1925). Beim 
Studium der Hefegirung stellte sich heraus, dass das Phosphat 
hierauf einen beférdernden Einfluss ausiibt. Auch im Tierreich 
macht es den Hindruck, als ob es im Kohlenhydratstoffwechsel 
eine ebenso wichtige Rolle spiele (Elias u. Low 1923; Elias, 
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Popescu-Inotesti u. Radstav 1923; Bolliger u. Hartman 
1925). Eine genaue Einsicht in die Teilnahme der Phosphor- 
siure im Stoffwechsel fehlt jedoch noch immer und die 
Erweiterung der Kenntnisse im Phosphorsiureproblem ist sehr 
erwtinseht. 

Der Hauptzweck meiner Arbeit besteht darin, zu unter- 
suchen, wie sich einzelne Phosphoranteile der Leber und der 
Skelettmuskeln unter verschiedenen Bedingungen, besonders nnter 
dem Einfluss der Hormone verindern. 


II. VERSUCHSANORDNUNG UND METHODE. 


Als Versuchstiere benutzte ich durchweg mdnnliche Kanin- 
chen von 2 bis 3kg Kérpergeweicht. Vor dem Experimente 
wurden alle Tiere 48 Stunden lang hungern gelassen. Dann 
stellte ich sie unter verschiedene experimentelle Bedingungen, 
welche nach einer bestimmten Zeit mit dem kiinstlich durch ° 
Luftembolie verursachten Tode abgeschlossen wurden. Sobald 
dem Tiere sein Kornealreflex geschwunden war, wurde das Organ 
méglichst schnell herausgeschnitten und sofort durch eine mit 
Kaltemischung stark abgekithlte Fleischhackmaschine unter 
mehrmaligem Durchlaufen ganz zerkleinert. Mit dem auf 
diese Weise erhaltenen Organbrei wurde eine Reihe von Un- 
tersuchungen tber folgende Punkte unternommen. 

Wassergehalt und Trockensubstanz :—1 bis 2 ¢g Organbrei wurde 
in einen Porzellantiegel von bekanntem Gewicht gebracht und 
genau gewogen, dann mit etwa 10ccm Absolutalkohol versetzt 
und auf dem Wasserbad erwirmt. Bevor das Material voll- 
stindig trocknete, wurde eine gleiche Menge Alkohol noch 
einmal zugesetzt, indem man mit einem Glasstab das Material 
méglichst klein zertrimmerte. Nach Verdunsten des Alkohols 
wurde der Tiegel in einen Trockenschrank yon 110°C gebracht 
und bis zur Gewichtkonstante getrocknet. 

Gesamtstickstof? :—Dieser wurde nach Kjeldahl bestimmt. 

Gesamtphosphor :—Durch Veraschung des Materials auf dem 
nassen Wege nach Neumann wurde der Gesamtphosphor 
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desselben zu Phosphorsiure iberfiihrt und durch Bell-Doisy- 
sches Verfahren, welches von Briggs (1922) modifiziert wurde, 
bestimmt, 

Freies anorganisches Phosphat:—2,5 ¢ Organbrei wurde 
zuerst mit gleicher Menge Ringerlésung und dann mit zwei- 
facher Menge 2 % Salzsiure versetzt, um eine weitere Ferment- 
wirkung auszuschalten. Zuletzt wurde 20% Trichloressigsdure 
in gleicher Menge wie Salzsiure zugesetzt und das Gemisch 
dann nach griindlichem Umriihren eine Stunde lang stehen 
gelassen. Durch Abfiltrieren wurde daraus eine klare eiweiss- 
freie Flissigkeit gewonnen, von der eine aliquote Menge zur 
Phosphorsdurebestimmung verwendet wurde. Ich fihrte diese - 
Bestimmung auch nach Biggs aus (Bestimmung I). 

Durch Autolyse in Freiheit gesetate Phosphorsdure : —20 g 
Organbrei wurde in einem Erlenmeyerschen Kolben von 100 
ecm Inhalt mit gleicher Menge derjenigen Flissigkeit versetzt, 
die aus 1 Teil gesitigtem Natriumbikarbonat- und 3 Teilen 
Ringerlésung bestand. Nach griindlicher Mischung wurde 
das Gemisch in einem Thermostat bei 40°C aufbewahrt. Daraus 
wurden je 5g zu bestimmten Zeitpunkten entnommen und die 
Phosphorsdure darin in ganz derselben Weise wie vorher bestimmt 
(Bestimmung II). Das Abziehen der Bestimmung I von der 
Bestimmung II gab natiirlich den gesuchten Wert. Die Zeit- 
punkte, an denen ich das Breigemisch zur Phosphorsaéurebestim- 
mung entnahm, waren, vom Augenblick des Einlegens des 
Gemisches gemessen, wie folgt: 15, 30, 6Q und 120 Minuten. 
Die bei 2 stiindiger Autolyse befreite Phosphorsiure nenne ich 
vorlaufig gebundene Phosphorsiure. 

Glukose wurde als 20 %i ige Lésung im Verhiltnis von 
5g pro kg Korpergewicht verwendet. Dabei benutzte ich einen 
kleinen Magenschlauch. Das Insulin war von Lily, von dem 
2 klinische Einheiten pro kg Kérpergewicht subkutan in den 
Riicken injiziert wurden, Adrenalin von Sankyo, Pituitrin 
von Park Davis. Ich gab diese Praparate subkutan in den 
Riicken im Verhdltnis von 0,1 mg pro kg Kérpergewicht. Eine 
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‘Stunde nach solcher Behandlung wurden die Tiere getétet. Bei 
der kombinierten Applikation der Mittel gab ich sie direkt nach 
einander in gleicher Weise wie bei der einfachen. 

Die gesamten Versuche sind in 2 Gruppen eingeteilt, je 
nachdem es sich um eine einfache oder um eine kombinierte 
Beeinflussung handelt. 

Zu Kontrollversuchen wahlte ich Kaninchen aus, die man 
48 Stunden lang einfach hungern liess. Ich verwertete die 
Bestimmungsdaten von densefben als Normalwerte und verglich 
sie mit denen der Versuchstiere. 

Obwohl bei der Zubereitung des Organbreies méglichst 
aseptisch verfahren wurde, waren doch einige Verunreinigungen 
unyermeidlich, weil die gesamten Massnahmen miéglichste 
Schnelligkeit verlangten. 


III. VERsuCHSERGEBNISSE. 


Bei Besprechung der Ergebinsse will ich der Einfachkeit 
wegen nur die Durchschnittszahlen verwerten. Ndaheres ist in 
den nachstehenden Belegstabellen angegeben. 


A. Skelettmuskeln. 


Kaninchen von ungefahr 2kg Kérpergeweicht dienten zum 
Experiment, Alle weissen Muskeln des Oberschenkels standen 
zur Verfiigung. Faszien, Fette, Bindegewebe, Gefisse und 
Nerven wurden nur grob entfernt.. Je fiinf Versuchstiere. 


I. Versuche bei einfacher Applikation. 


Die Trockensubstanz betrigt bei Kontrolle 24.87 %, der 
Wassergehalt dementsprechend 75.13 %. Die betreffenden Werte 
sind fiir Insulin 23.26% und 76.74 %, fiir Pituitrin 23.40 9% und 
76.60 %. Also tiben die beiden Mittel gleichsinnigen Einfluss 
hierauf aus. Adrenalin und Glukose scheinen keine merkliche 
Verinderung des Wassergehaltes zu bewirken. 

Gesamtstickstoff habe ich als Normalwert 146.7mg in 1g 
Trockensubstanz gefunden. Durch Adrenalin und Glukose wird 
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er nur um. einen kleinen Betrag vermehrt (151.5 mg und 150.7 
mg). Insulin und Pituitrin tiben fast keinen Einfluss darauf 
aus. aps wi 
Das freie anorganische Phosphat schwankt betrichtlich in 
‘einzelnen Tieren. Eine kleine Abweichung von Kontrolle (8.99 
mg in 1g der Trokensubstanz) wird daher ohne Wert sein. 
Nur bei Pituitrintieren zeigt sich eine deutliche Zunahme 
(4.36 mg). 

Die gebundene Phosphorsiure betrigt im Kontrollversuche 
3.90 mg in 1g Trockensubstanz. Bei Insulin- sowie Glukosetieren 
steigt ihr Wert betrachtlich (4.59 mg und 4.33 mg), waihrend er 
bei Adrenalintieren merklich (3.68 mg) und bei Pituitrintieren 
éin wenig (8.80 mg) absteigt. , 

Beziiglich des Gésamtphosphors ist auch in den Insulin: 
sowie Glukosetieren ein deutlicher Zuwachs zu erkennen (10.30 
mg, beziehungsweise 9.78 mg in 1g Trockensubstanz, 8.97 mg 
bei Kontrolle). Unter den tbrigen Bedingungen ergibt sich 
nichts Wesentliches. . 

Wie von Embden gezeigt wurde, verliuft die Phosphor- 
sdurebildung bei Autolyse der Muskulatur ausserordentlich rasch, 


TABELLE ‘I. 


Phosphorverteilung in der Muskulatur unter verschiedenen Bedingungen. 


7 | _§ | P-gehalt in 1g der fri- | P-gehalt 1g der Tro- 
‘Bodineeng EE Bye schen ore ed sa ad 

=& |ba 

5 N F.P |Gb.P|)Gs.P| N F.P | Gb.P | Gs.P 

Normal 75.18 | 24.87 | 36.46 | 0.99 | 0.97 | 2.23 | 146.7] 3.99 | 3.90 | 8.97 
Insulin 76.74 | 23.26 | 34.57 | 0.92 1.07 | 2.40 | 148.4| 3.94 4.59 | 10.30 
Adrenalin | 75.66 | 24.34 | 36.88 | 1.01 | 0.90 | 2.19 | 151.5 4.15 | 3.68 |: 9.00 
Pituitrin 76.60 | 23.40,| 33.92 1.02 | 0.89 2.14 | 146.2| 4.36-) 3.80 | 9.15 
Glukose 76.06 | 23.94 | 35.86 | 0.98 | 1.04 | 2.34 | 150.7] 4.10 | 4.33] 9.78 
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um schon nach einer Stunde nahezu véllig abzuschliessen. 
Das ist bei der Leber nicht der Fall, wie man spater sehen wird. 
Das Verhalten des zeitlichen Verlaufs der Phosphorsaiureabspalt- 
ung scheint nur geringe Beeinflussung unter obigen Beding- 
ungen zu erfahren. Dies wird an den Kurven der Abbildung 
1 ersichtlich. 


TABELLE II. 


Zeitlicher Verlauf der Phosphorsdureabspaltung bei Autolyse der 
Muskulatur von Tieren unter verschiedenen Bedingungen. 


Zeit P-menge in 1g der frischen | P-menge in 1g der Trocken- 
: Substanz substanz 


Bedingung 


| | | | | ———_ 


Normal 0:68" | 0.80 | 0.91. | 0.97} 2.72 |" Sercl S68 1" 386 
Insulin 0.82 | 0.91 | 0.99 | 1.07 | 3.52 | 3.90 | 4.26 | 4.59 
Adrenalin 0.69 | 0.77 | 0.87 | 0.90 | 2.83 | 3.18 | 3.42 | 3.68 
Pituitrin 0.61. | 0.74") 0.83 |) 0.89 | 2,02 |-8.15 (3.54%) 3.80 
Glukose 0.76 | 0.85 | 0.93 | 1.04 | 3.17 | 3.51 | 3.88 | 4.33 


IT. Versuche bei kombinierter Applikation. 


In diesen Versuchen tritt deutlich zu Tage, dass die ein- 
zelnen Resultate der einfachen Beeinflussung meistens hier mo-— 
difiziert werden. Der Wert der Trockensubstanz, also auch des 
Wassers kommen niéher zur Norm zurtick. Der des Gesamt- 
stickstoffs und der freien Phosphorsiure zeigen auch fast keine 
Abweichung von Kontrolle. Hier diirfte es merkwiirdig sein, 
dass Insulin und Pituitrin betreffs des Wassergehaltes antago- 
nistisch auftreten, trotzdem sie einzeln appliziert im gleichen 
Sinne wirken. 

Die gebundene Phosphorsiure stellt ihren Normalwert unter 
vereinigter Einwirkung sowohl von Insulin und Adrenalin als 
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auch von Insulin und Pituitrin wieder Her, wie das Resultat 
der Versuche bei ihrer einfachen Applikation erwarten liess. 
Es scheint jedoch sehr auffallend, dass Adrenalin und Pituitrin 
hier gegenseitig in antogonistischer Beziehung stehen, wenngleich 


TABELLE III. 


Phosphorverteilung in der Muskulatur unter verschiedenen Bedingungen. 


P-gehalt in 1g der fri- P-gehalt in 1g der 
schen Substanz Trockensubstantz 
mg mg 


N | F.P|Gb.P|Gs.P| N | F.P |Gb.P| Gs.P 


-Bedingung 


gehalt 
% 
Trocken- 
substanz 
% 


Wasser- 


Normal 75.18 | 24.87 | 36.46 | 0.99 | 0.97 | 2.23 | 146.7} 3.99 | 3.90 | 8.97 - 
Ins.+Adr, | 74.29 | 24.71 | 36.93 | 1.00 | 0.96 | 2.27 | 148.3] 4.03 | 3.84] 9.17 


Ins. + Pi- 

tuitrin, | 75.85 24.15 | 35.27] 1.00 | 0.94 2.22, 146.0 | 4.15 | 3.88 | 9.18 
‘ot ‘i- : ‘ 

det ; 75.23 | 24.77 |. 36.72 | 0.99 | 0.95 | 2.26 | 148.3] 3.99 | 3.85 |- 0.13 


Ins. + Gluk. | 75.63 | 24,37 | 35.76 | 0.97 | 1.07 | 2.39 | 146.8] 3.98 4.40 977 


TABELLE IY. 


Zeitlicher Verlauf der Phosphorsdureabspaltung bei Autolyse der Musku- 
latur von Tieren unter verschiedenen Bedingungen. 


Zeit | P-menge in 1g der frischen | P-menge in 1g der Trocken- 


Substanz : substanz 
Bedin-. ng mg 
ng NT | dor eo | 120" | 15" | 30" | 60 | 120 
Normal 0.68 | 0.80 | 6.91 | 0.97:| 2.72 | 3.21 | 3.58 | 3.90 


Ins.+Adren. | 0.70 | 0.80 | 0.87 | 0.96 | 281 | 3.22 | 3.50 | 3.84 
Ins.+Pituit. | 0.66 | 0.78 | 0.85 | 0.94 | 2.73 | 3.24 | 3.50 | 3.88 
Adr.+Pituit. | 0.68 | 0.79 | 0-89 | 0.95 | 2.73 | 318 | 3.57 | 3.85 
Ins.+Gluk. | 0.82 | 0.92 | 1.00 | 1.07 | 3.31 | 3.76 | 4.10 | 4.40 
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die beiden einzeln gleichgerichteten Einfluss ausiiben. Ander- 
seits hat bei kombinierter Darreichung von Insulin und Glukose 
keine additive. Vermehrung stattgefunden (3.98 mg). 

Der Gesamtphosphor nimmt dureh Insulin plus Glukose 
zu. Sein Betrag ist nicht so hoch, als dass sich additive Wir- . 
kung erwarten liesse, und zeigt gleiches Verhalten wie die 
gebundene Phosphorsiure (9.77 mg). Seka: 

Der Verlauf der Phosphorsiureabspaltung geht wieder zur 
‘Norm zuriick, wie aus. Abbildung 2 erkennbar ist. 


B. Leber. 


Zu diesen Zweck wihlte ich Kaninchen von ungefahr 3 kg 
Korpergewicht. Das herausgeschnittene Organ wurde auf ein 
trocknes Tuch gelegt, sofort von der Gallenblase sowie groben 
Bindegeweben befreit und dann ‘in einige Stiicke zerschnitten, - 
damit das Blut leicht austrete. Zuletzt wurden die Stiicke noch 
mit Filtrierpapier leicht abgetupft, um das Blut méglichst zu 


entfernen. Je fiinf Versuchstiere. 
[. Versuche bei einfacher Applikation. 


Die Trockensubstanz, der Wassergehalt und die Menge des 
Gesamtstickstoffs verindern sich nicht nennenswert. Der Gehalt 
an freiem Phosphat variiert auch hier betrachtlich in den ein- 
zelnen Versuchen. Eine kleine Abweichung von Kontrolle ist 
daher nicht zu verwerten (Normalwert. 1.06 mg). 

Die gebundene Phosphorsiure betrigt im Kontrollversuche 
2.59mg in 1g der Trockensubstanz, Sie nimmt unter dem 
Kinfluss von Insulin. sowie Glukose dettlich zu (2.98 mg und 
3.00 mg), wihrend sie durch Adrenalin sowie Pituitrin vermin- 
dert wird (2.18 mg und 2.39 mg). . 

Der Gesamtphosphor hat seinen Normalwert von 10.88 mg: 
in 1g der Trockensubstanz. Insulin und Glukose vermehren 
ihn mehr oder weniger (11.71 mg und 11.27 mg), dagegen ver- 
mindert ihn Pituitrin ein wenig (10.26 mg). 

Die Phosphorsiureabspaltung bei Autolyse verlduft sehr 
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langsam, wie in Abbildung 3 wiedergegeben. Auf den Unterschied 
an Spaltbarkeit der gebundenen Phosphorsaure zwischen der 
Muskulatur und der Leber habe ich schon oben aufmerksam 
gemacht. Der Verlauf der Phosphorsiureabspaltung scheint durch 
obige Behandlungen auch beeinflusst zu werden (Abbildung 3). 


TABELLE V. 


Phosphorverteilung in der Leber unter. verschiedenen: Bedingungen. 


Bedingung 


Normal 
Insulin 
Adrenalin 
Pituitrin 


Glukose 


| 


; 8 P-gehalt' in 1g der fri- P-gehalt.in 1g der 
5] 4 ies schen Substanz Trockensubstanz 
5 XX EBX mg mg 

8 N | F.P |Gb.P|Gs.P| N | F.P | Gb.P| Gs.P 
73.08 | 26.97 | 32.90 | 0.29 | 0.70 | 2.93 | 122.0] 1.06 2.59. 10.88 
73.58 | 26.42 | 32.98 | 0.26 | 0.79 | 3.10 | 124.9] 0.97 | 2.98 | 11.71 
72.82 | 27.18 | 31.97 | 0.31 | 0.59 | 2.98-| 118.2] 1.14 | 2.18 10.78 
73.46 | 26.54 | 81.44 | 0.28 | 0.63 | 2.77 | 118.6} 1.05 | 2.39 | 10.26 
73.10. 26.90 32.69 | 0.26 | 0.81 | 3.05 | 121.6 0.98 | 3.00 | 11.27 


TABELLE VI. 


Zeitlicher Verlauf der Phosphorsaureabspaltung bei Autolyse der Leber 
von Tieren, die unter verschiedenen Bedingungen gestanden haben. 


Zeit 


Normal 
Insulin 
Adrenalin 
Pituitrin 


-Glukose 


P-menge in 1g der frischen 


P-menge in 1g der Trocken- 


Substanz substanz 
mg mg 
15’ | 30° | 60’ | 120° | 15’ | 30° | 60’ | 120’ 
0.20 | 0.29 | 0.44 | 0.70 | 0.73 | 1.07 | 1.62 | 2.59 
0.24 | 0.34 | 0.51 | 0.79 | 0.90 | 1.28 | 1.92 | 2.98 
0.15 | 0.22 | 0.37 | 0.59 | 0.54 | 0.80 | 1.36 | 2:18 
0.18 | 0.26 | 0.41 | 0.63 | 0.68 | 0.97 | 1.52 | 2.39 
0.22 | 0.34 | 0.53 | 0.81 | 0.81 | 1.25 | 1.95 | 3.00 
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IT. Versuche bei kombinierter Applikation. - 


Es wird auch hier erkannt, dass die gleichzeitige Beein- 
flussung durch irgendzwei Mittel meistens eine gegenseitige Mo- 
difikation der Wirkung hervorruft, wie es bei der Muskulatur 
der Fall war. 

Betreffs der Trockensubstanz und des Wassergehalts ist 
nichts Besonderes ersichtlich. Abgesehen von einer kleinen 
Abweichung bei Insulin plus Pituitrin (117.8 mg), zeigt auch 
der Gesamtstickstoff keine merkliche Veranderung. — 

Das freie Phosphat sinkt ein wenig bei der Verabreichung 
sowohl] von Insulin plus Pituitrin (0.94mg), als auch von 
Insulin plus Glukose. 

Der Wert der gebundenen Phosphorsdure erfahrt eine deut- 
liche Modifikation, indem er durch kombinierte Applikation 
von Insulin und Adrenalin oder Insulin und Pituitrin zurtick- 
geht (2.65 mg und 2.63 mg). 

Adrenalin und Pituitrin verhalten sich bei gleichzeitiger 
Darreichung in der Leber etwas anders als in der Muskulatur. 
Bei der Muskulatur stehen sie, wie oben erwadhnt, in antogonisti- 
scher Beziehung. Bei der Leber bleiben aber die Ergebnisse fast 


TABELLE VII. 


Phosphorverteilung in der Leber unter verschiedenen, Bedingungen. 


P-gehalt in 1g der fri- P-gehalt in 1g der 


x ly schen Substanz Trockensubstanz 
Bedingung S3elS 3 de mg mg 

o H 

oO IH 


W asser- 


N |. F.P |Gb.P|Gs.P| N | F.P |Gb.P| Gs.P 


ensubstanz 
0 


Normal. | 73.03 | 26.97 | 32.90] 0.29 | 0.70 | 2.93 | 122.0| 1.06 | 2.59 | 10.88 
Ins. +Adr. | 73.55 | 26.45 | 32.03 | 0.27 | 0.70 | 2.87 | 121.4] 1.01 | 2.65 | 10.81 
Ins.+Pi- | 73.39 | 26,68 | 31.45] 0.25 | 0.71 | 2.95 | 117.8] 0.94 | 2.68 | 11.05 
Adr+Pi- | 73,72 | 26.98 | 31.90] 0.26 | 0.62 | 2.88 | 191.4! 0.99 | 2.37 |.10.97 


Ins. + Gluk. | 73.05 | 26.95 | 32.49 | 0.25 | 0.80 | 3.11 | 120.5 | 0.94 | 2.98 | 11.50 
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dieselben, wie sie nach einfacher Applikation gefunden werden. 

Beziiglich des Gesamtphosphors ist nicht viel zu sagen, nur 
dass er sich unter gleichzeitiger Einwirkung von Insulin und 
Glukose ein wenig vermehrt (11.50 mg)... Die Kurven, welche 
den Verlauf der Phosphorsiureabspaltung bei Autolyse .darstel- 
len, werden auch hier mehr oder weniger umgestaltet (Ab-~ 
bildung 4). : 


TABELLE VIII. 


Zeitlicher Verlauf der Phosphorsaureabspaltung bei Autolyse der Leber 
von unter verschiedenen Bedingungen gehaltenen Tieren. 


: P-menge in 1g der frischen | P-menge in 1g der Trocken- 
Zeit . Substanz substanz 


Bedin- 
gung 


Normal 0.20 | 0.29 | 0.44 | 0.70 | 0.73 
Ins- + Adr. 0.20 | 0.28 |. 0.43 | -0.70 | 0.74 
Ins.+Pituit. | 0.20 | 0.30 | 0.45 | 0.71 | 0.73 
Adr. +Pituit. | 0.13 | 0.21 | 0.39 | 0.62 | 0.50 
Ins.+Gluk. | 0.22 | 0.34 | 0.53 | 0.80 | 0.88 


TV. ZvuSAMMENFASSUNG. 


1: Der Wassergehalt der Muskulatur nimmt unter dem 
Einfluss von Insulin und Pituitrin mehr oder weniger zu. 
Aber er bleibt normal, wenn die beiden Mittel kombiniert ge- 
geben werden. 

2. Die gebundene Phosphorsiure vermehrt sich bei der 
“Darreichung von Insulin und Glukose sowohl in der Musku- 
latur als auch in der Leber. Durch ihre kombinierte Gabe ist 
aber eine Addition der Wirkung nicht zu erzielen. 

3. Adrenalin und Pituitrin bewirken eine Herabsetzung 
der gebundenen Phosphorsiiure der Muskulatur sowie der Leber, 
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wenn sie einzeln gegeben werden. Nach der kombinierten 
Darreichung aber tritt in der Muskulatur ein Antogonismus 
der Wirkung ein, wahrend in der Leber weder Antogonismus 
noch Synergismus besteht. 

4, Insulin und Adrenalin oder Insulin und Pituitrin stehen 
in antagonistischer Beziehung in Hinsicht der gebunden Phos- 
phorsiure. Dies ist nicht nur in der Muskulatur, sondern auch 
in der Leber der Fall. 

5. Der Gesamtphosphor der Muskulatur und der Leber 
nimmt zwar unter dem Einfluss von Insulin und Glukose zu, 
doch ist Addition der Wirkung durch ihre kombinierte Ver- 

abreichung nicht zu erzielen. 
6. Die Kurven, die die zeitliche Abspaltung der Phosphor- 
siiure bei Autolyse zeigen, sind in den beiden genannten Organen 
voneinander ganz verschieden. 
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Belege, Tabellen und Abbildungen. 


N........Gesamtstickstoff. 
F.P......Freies anorganisches Phosphat. 
Gb.P ....Gebundene Phosphorsiure. 
Gs.P_ ....Gesamtphosphor. 
TABELLE IX. 


Phosphoryerteilung in der Muskulatur yon Normaltieren. 


‘ 9g P-gehalt in 1g der fri- P-gehalt in 1g der 
a4 nw £ schen Substanz Trockensubstanz 
INz. : é xe g = se mg ° mg 
FS ih ps foe 
B N ee iG be Gs] weN FSP | Gb.P'| Gs. P 


eS ee SS SS eS SS eee ee eee 


oF WwW ND eH 
~] 
oO 
. 
~] 
pay 
bo 
ee 
° 
bo 
Oo 
oo 
~] 
° 
— 
oO 
j=) 
° 
ie} 
ee} 
=) 
. 
ive} 
vy 
bo 
° 
NNG 
a 
or 
oo 
. 
_ 
aS 
Ly 
oS 
1S 
ise) 
° 
ce) 
ive} 
ive) 
. 
bo 
bo 


| | | 


Mittel | 75.13 | 24.87 | 36.46 0.99. 0.97 | 2.23 | 146.7 | 3.99 | 3.90 | 8.97 


TABELLE X. 


Zeitlicher Verlauf der Phosphorsiureabspaltung bei Autolyse der 
Muskulatur von Normaltieren. 


Zeit P-Menge in 1g dor frischen P-Menge in 1g der 
2 Substanz Trockinsubstanz 
mg mg 
Nr. 15! 30’ 60’ | 190° | 15° 30! 60’ | 120° 
0.76 0.86 0.93 0.99 3.06 3.46 3.74 8.99 
0.61 0.73 0.87 0.89 2.51 8.00 o.21 | 18266 
2.59 8.42 3.79 3.99 


5.25 3.80 4,12 


81 
69 5.00 3.39 3.79 


|__| | 


Mittel 0.68 0.80 0.91 0.97 2.72 3.21 | 3.58 | 3.90 
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TABELLE XI. 


Phosphorverteilung in der Muskulatur von Insulintieren. 


Ke 4g P-gehalt in 1g der fri- P-gehalt in 1g der 
52 | 48 schen Substanz Trockensubstanz 
Nr | %.43e Bex mg mg 
¢ | n | rp |eppl|ese| n | FP | GbP| GaP 
et Ce ee Ye 


6 | 76.12 | 23.88 | 35.31 | 0.96 | 1.03 | 2.46 | 147.8| 4.02 | 4.31 | 10.80 
7 | 76.49 | 23.51 | 34.89 | 0.88 | 1.14 | 2.45 | 148.4] 3.74 | 4.84 | 10.41 
8 | 77.64 | 22.36 | 33.20] 0.89 | 1.02 | 2.37 | 148.4] 3.98 | 4.56 | 10.59 
9 | 76.60 | 23.40 | 3481 | 0.92 | 1.04 | 2.36 | 147.8] 3.93 | 4.44 | 10.08 
10 | 76.87 | 23.18 | 34.65 | 0.93 | 1.11 | 2.34 | 149.8 | 4.02 | 4.79 | 10.12 


Mittel | 76.74 | 23.26 | 34.57 | 0.92 | 1.07 | 2.40 | 148.4 | 3.94 | 4.59 | 10.30 


a). FF a — ae 


TABELLE XII. 


Zeitlicher Veraluf der Phosphorsdureabspaltung bei Autolyse der 
Muskulatur von Insulintieren. ~ 


Zeit | P-menge in 1g der frischen P-menge in 1g der 
we Substanz Trockensubstanz 
mg mg 
15’- 30’ 10’ 120’ 15’ 30’ 60’ 120’ 


4.26 4.59 


6 0.75 | 0.86 | 0.94 | 1.03.] 314 | 3.60 | 3.93 | 4.31 
7 0.87 | 1.00 | 1.08 | 114 | 3.70 | 4.95 | 4.59 | 4.84 
8 0.72 | 0.82 | 0,98 | 1.02 | 3.22 | 3.66 | 4.15 | 456 
9 0.838 | 0.89 | 0.98 | 1.04 | 3.54 | 3.80 | 418 | 4.44 
10 0.93 | 0.97 | 1.08 | 111 | 4.02 | 4.19 | 4.45 | 4,79 
| 
| 


Mittel 0.82 0.91 0.99 1.07 | 3.52 | 3.90 


Uber die Phosphorverteilung in der Muskulatur. 193 


TABELLE XIII. 


Phosphorverteilung in der Muskulatur von Adrenalintieren. 


P-gehalt in 1g der fri- P-gehalt in 1g der 


N 
' q 
og | 4s schen Substanz Trockensubstanz 
Nr. | Zax Bex mg 
tS a Se eae 
ae 5} N } BP PGbP|GeP)] WM ) RP Gs.P 


ll = 23.71 | 36.01 | 1.05 | 0.88 | 2.19 | 151.9| 4.42 | 3.71 | 9.24 


12 | 75,53 | 24.47 | 37.12 | 1.05 | 0.89 | 2.26 | 151.7 | 4.28 9.24 
13 | 75.72 | 24.28 | 37.02 | 0.99 | 0.85 | 2.13 | 152.4 | 4.07 8.78 
14 | 75.33 | 24.67 | 37.41 | 0.97 | 0.95 | 2.386 | 151.6 | 3.93 9.57 
15 | 75.44 | 24.56 | 36.82 | 0.99 | 0.91 | 2.01 | 149.9} 4.03 8.19 
Mittel | 75.66 | 24.34 | 36.88 | 1.01 | 0.90 | 2.19 | 151.5 | 4.15 [ 3.68 | 9.00 
TABELLE XIV. 
Zeitlicher Verlauf der Phosphorsdureabspaltung bei, Autolyse der 
Muskulatur von Adrenalintieren. 
: P-menge in 1g der frischen ' P-menge in 1g der 
Zeit ey Substanz Trockensubstanz 
mg mg 

15’ 30’ 60’ 120’ 15’ |. 30’ 60’ 120’ 
11 0.74 0.79 0.84 0.88 3.18 3.34 8.59 Sel 
12 0.76 0.79 0.82 0.89 St 3.28 3.36 3.64 
13 0.66 0.72 0.78 0.85 2.72 2.97 Bye 44 3.50 
14 0.68 0.82 0.89 0.95 2.76 Be0o 3.61 3.85 
15 0.60 | 0.73 0.82 0.91 2.45 2.98 8.34 8.71 


SS OE ee 2 ee a a en 


Mittel. 0.69 0.77 0.87 0.90 2.83 3.18 3.42 3.68 
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TABELLE XV. 


Phosphoryerteilung in der Muskulatur von Pituitrintieren. 


: s P-gehalt in 1g der fri- 'P-gehalt in 1g der 
S82 | 4s schen Substanz Trockensubstanz 
Nr. | @ AX 5 Bx mg. mg 
Pay COR ANBRSE Tart State Rte Sart AS as nem E a SObY Cents eA SU Ne 
ee "2 | w | eel GpplGsr| w | pp | GbP| GaP 


20 | 76.99 | 23.01 | 33.28 | 0.98 | 0.87 | 2.17 | 145.6 | 4.25 | 3.78 | 9.48 


Mittel| 76.60 | 23.04 | 33.92 | 1.02 | 0.89 | 2.14 | 146.2] 4.86 | 3.80 | 9:15 


TABELLE XVI. 


Zeitlicher Verlauf der Phosphorsiureabspaltung bei Autolyse 
der Muskulatur von Pituitrintieren. 


Zeit P-menge in 1g der frischen P-menge-in 1g der. 
Substanz Trockensubstanz 
mg mg 

Nr. <4 , , U , , 3 U U 
15 30 60 A20 15 30 60 120’. 

HG 0.53 0.71 0.82 0.84 2.36 3.15 3.64 3.73 
17 0.57 0.69 0.81 0.89 2.49 3.02 3.54 3.89 
18 0.62 0.81 0.88 0.94 2.63 3.45 3.72 3.98 
19 0.69 0.76 0.80 0.90 2077 38.05 3.21 3.61 
20 0.60 0.71 0.83 0.87 2.83 3.09 3.61 3.78 
Mittel 0.61 0.74 | 0.83 0.89 | 2.62 3.15 3.54 3.80 


-—--ew———— a i 
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TABELLE XVII. 


Phosphorverteilung in der Muskulatur von Glukosetieren. 


P-gehalt in 1g der fri- P-gehalt in 1g der 
schen Substanz Trockensubstanz 
mg mg 


A 
Md 
Wasser- 
gehalt 
_% 
Trock- 
ensubstanz 


F.P | Gb.P| Ga.P| N F.P | Gb.P| Gs.P 


1.02 | 0.98 | 2.56 | 146.5 | 4’31 | 4.14 | 9.96 
0.99 | 1.02 | 2.31 | 158.3 | 4.15 | 4.32 | 9.78 ° 
0.93 | 1.08 | 2.42 | 147.2 | 3.88 | 4.50 | 10.09 


Mittel| 76.06 | 23.94 | 35.86 | 0.98 | 1.04 | 2.34 | 150.7 | 4.10 | 4.33 | 9.78 


TABELLE XVIII. 


Zeitlicher Verlauf der Phosphorsdureabspaltung bei Autolyse 
der Muskulatur von Glukosetieren. 


Zan cern de Sar ee] 28 Femaenge Ee 
ee es: mg 
Nr. 15° 30! 60’ | 120’ | 45" 30’ 60’ | 120° 
21 0.73 | 0.81 | 0.88 | 1.01 | 3.01 | 3.34 | 3.54 | 4.16 
22 0.76 | 0.81 | 0.92 | 0.98 | 3.01 | 3.42 | 3.88 | 4.14 
23 0.74 | 0.80 | 0.90 | 1.02 | 3.13 | 330 | 381 | 4.32 
24 0.77 | 0.86 | 0.98 | 1.08 | 3.21 | 3.58 | 4.08 | 4,50 
25 0.80 | 0.95 | 0.99°| 1.09 | 381 | 393 | 4.09 | 4.51 


196 . Y. Oda: 


TABELLE XIX. 


Phosphorverteilung in der Muskulatur von Insulin-Adrenalintieren. 


' s P-gehalt in 1g der fri- P-gehalt in 1g der 
os | as schen Substanz Trockensubstanz 
Nr. | Z&3e| 5 BX mg mg 
& |e |} TO ——_ 
= § | nv | ep |app|cap| n | EP | Gb.P| GaP 


| | ee | 
— ee, 


Mittel | 75.29 | 24.71 | 36.93 | 1.00 


TABELLE XX. 


Zeitlicher Verlaut der Phosphorsdureabspaltung bei asin ks der 
Muskulatur von Insulin-Adrenalintieren. 


P-menge in 1g der frischen P-menge in 1g der 


Trockensubstanz 
mg 

30’ | 60’ 

3.16 | 3.39 
3.32 | 3.64 
324 | 3.57 
3.40 | 3.64 
2.96 | 3.26 


3.02 3.50 


es ee a 
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TABELLE XXT. 


Phosphorverteilung in der Muskulatur von Insulin-Pituitrintieren. 


P-gehalt; in 1g der fri- P-gehalt in 1g der 


38 Pe schen Substanz Trockensubstanz 
Nr. GER SSX _ mg mg 

' Oa s 

= 8 | N | FP |apP| Gap} N | RP | GbP 


31 | 75.84 | 24.16 | 35.94 | 0.98 | 0.95 | 2.13 | 148.7 
82 | 75.47 | 24.53 | 38.64 | 1.05 | 0.91 | 2.35 | 150.2 
33 | 76.07 | 23.93 | 38.09 | 0.98 | 0.94 | 2.12 | 138.3 
34 | 75.76 | 24.24 | 35.72 | 1.02 | 0.96 | 2.17 | 147.3 
ee 


es 


Mittel | 75.85 | 24.15 s.27| 1.00 0.94 | 2.22 | 146.0 


TABELLE XXII. 


Zeitlicher Verlauf der Phosphorsdureabspaltung bei Autolyse der 
. Muskulatur von Insulin-Pituitrintieren. 


Zeit | F-menge in 1g der frischen P-menge in 1g der 
- Substanz Trockensubstanz : 
_ mg ' ees : 
15": || *30/ 60’ 120° | 15° 30’ | 60’ 120’ 
31 9.74 0.80 0.87 0.95 3.06 3.31 3.60 3.93 
82 ' 0.61 0.82 0.88 0.91 2.49 3.34 3.59 3.71 
33 - 0.66 0.79 0.84 0.94 | 2.76 3.30 3.51 3.93 
34 0.66 0.79 0.86 0.96 FY P4 3.26 3.55 3.96 


35 0.62 | 0.71 0.78 0.93 | 2.60 2.98 3.27 3.89 


| af 


Mittel 0.66 | 0.78 | 0.85 | 0.94 | 2.73 | 3.24 | 3.50 | 3.88 
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TABELLE XXIII. 


Phosphorverteilung in der’ Muskulatur von Adrenalin-Pituitrintieren. 


ilies 3 P-gehalt in 1g der fri- P-gehalt in 1g der 
SH | xs schen\ Substanz Trockensubstanz 
Nr. | ZES<] 5.2 mg mg 
SO 
= ¢ |wn |prp|@ppr|cap| n | BP | Gb.P| Gs.P 


ee 


40 | 75.53 | 24.47 | 36.67 | 0.99 | 0.95 | 2.22 | 149.8} 4.04 | 3.88 | 9.07 


Mittel] 75.23 | 24.77 | 36.72 | 0.99 | 0.95 | 2.26 | 148.3] 3.99 | 3.85 | 9.13 


TABELLE XXIV. 


Zeitlicher Verlauf der Phosphorsdureabspaltung bei Autolyse der 
Muskulatur von Adrenalin-Pituitrintieren. 


P-menge in 1g der frischen P-menge in 1g der 
Substanz : Trockensubstanz 
mg mg 

15' 30’ CN Weds bh ese 30’ | 60’ | 120 
36 0.70 0.81 0.88 0.97 2.91 3.37 3.66 4.04 
37 > 0.67 0.76 0.88 0.94 2.59 2.93 3.39 3.62 
38 0.69 0.82 0.91 0.97 2.79 3.32 3.68 3.93 
39 0.67 0.77 0.88 0.94 2.71 3.11 3.55 3.79 
40 0.69 0.78 0.88 0.95 2.76 3.19 3.59 3.88 
Mittel 0.68 0.79 0.89 0.95 2.73 3.18 3.58 3.88 
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TABELLE XXV. 


Phosphorverteilung in der Muskulatur von Insulin-Glukosetieren. 


P-gehalt in 1g der fri- P-gehalt in 1g der 

me . Schen ee : eee 
pats | Pee | Gb.P|GsP| N | FP | Gb.P| GsP 
41 36.63 | 1.00 | 1.09 149.3 | 4.06 | 4.44 | 9.83 
42° 35.43 | 0.93 | 1.06 146.2 | 3.75 | 4.37 | 9.82 
43 | 148.9 | 4.06 | 4.30 | 9.69 
44 144.1 | 3.75 | 4.46 | 9.65 
45 145.3 | 4.27 | 4.44 | 9.85 
Mittel | 75.63 | 24; | | 280 | 14081] 3.98 | 4.40 | 9.77 


TABELLE: XXVI. 


Zeitlicher Verlauf der Phosphorsiureabspaltung bei Autolyse der © 
Muskulatur von Insulin-Glukosetieren. 


zeit | Panes in Lg dor fieben | -Pemenge in 1g der 
“mg mg 
bad ww’ | 30 | 60” | 1200 | 15 | 30’ | oo’ | 1207 
41 | 0.83 | 0.92 | 1.00 | 1.09 | 338 | 3.75 | 4.07 | 4.44 
42 0.82 | 0.94 | 1.01 | 1.06 | 3388 | 387 | 4.14 | 4.37 
43 0.80 | 0.91 | 1.01 | 1.04 | 331 | 376 | 4:18 | 4.30 
44 0.85 | 0.96 | 1.08 | 112 | 3399 | 3.83 | 411 | 4.46 
45 0.79 | 0.86 | 0.96 | 1.06 | 3.09 | 360 | 4.02 | 4.44 


—_ | ———————_ |_| | | | — 


Mittel 0.82 0.92 1.00 1.07 3.31 5.76 4.10 4.40 
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Year 
TABELLE XXVII. 
Phosphorverteilung in der Leber von Normaltieren. 
t. SI P-gehalt, in 1g der fri- P-gehalt in 1g der 
os wa & schen Substanz /Trockensubstanz 
SeNr sax SBE mg mg 
on Hn 
5 & | N | FP |GbP|Gs.P} N | FP | Gb.P| Gs.P 
46 | 72:91 | 27.09 | 33:91 |-0:81 | 70.67 | 2.98 (125.2) 114 | 2547" | 100 
47 73.58 | 26.42 | 32.41 | 0.97 | 0.69 | 2.93 | 122.7 }-1.02 | 2.61 | 11.09 
48 43203" | 26.97) |F 325295 10080 I OVUL 2! 92.93 SLO S(t © GS ea Osea 
A9 T2AGN 2842 dd.00n\" OLSL | = Oodle es O4—| lt S.S. meted 2.61 | 10.56 
50 | 73.47 | 26.53 | 32.84 | 0.25 0.70 2.89 | 123.8] 0.94 | 2.64 | 10.89 
Mittel] 73.03 | 26.97 | 32.90 | 0.29 | 0.70 | 2.93 | 122.0 | 1.06 | 2.59 | 10.88 
TABELLE XXVIII. 
Zeitlicher Verlauf der Phosphorsdéureabspaltung bei Autolyse der. 
Leber von Normaltieren. 
: P-menge in 1¢ der frischen P-menge in 1g der 
Zeit Substanz Trockensubstanz 
mg mg 
Nr. 15! 30’ 60’ | 120’ | 18° 30’ 60’ | 120’ 
46 0.204) 20.28 y 2048 ae 10.G79m | Ore cme eOs 1.59. | 19247 
47 0.21 0.31 0.42 0.69 0.79 Lk? 1.59 2.61 
48 0.18 0.28 0.42 ‘0.71 0.67 1.04 1.56 2.63 
49 0.19 0.28 0.46 0.71 0.68 1.01 1.65 2.61 
50 0.19 0.29 0.45 0.70 0.72 1.09 1.69 2.64 
Mittel 0.20 | 0.29 0.44 0.70 0.738 1.07 1.62 2.59 
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TABELLE XXIX. 


. Phosphorverteilung in der Leber von Insulintieren. 


P-gehalt in 1g der fri- P-gehalt in 1g der 
schen Substanz Trockensubstanz 
/* me mg. 

N Gb.P| GsP}| N F.P | Gb.P | Gs.P 


0.82 | 3.03 | 132.9 | 1.03 | 3.24 | 12.00 
0.79 | 3.07 | 125.2 | 0.99 | 3.00 | 11.65 
0,78 | 3.19 | 122.9 | 1.00 | 2.88 | 11.81 
0.76 | 3.08 | 119.1 | 0.98 | 1.82 | 11.35 
0.79 | 8.12 | 124.5 | 0.90 | 2.97 | 11.74 


0.79 | 310 | 124.9| 0.97 | 2.90 | 11.71 


Mittel| 73.58 | 26.42 | 32.98 


TABELLE XXX. 


Zeitlicher Verlauf der Phosphorsaureabspaltung bei Autolyse der 
Leber von Iusulintieren. 


, P-menge inl g der frischen P-menge in 1g der 
oe Substanz ' Trockensubstanz 
mg mg 


15’ | 30 eo’ | 190° | 15’ | 30" 60’ | 120° 


51 0.28 | 06.35 | 0.62 |~ O82 | 0:01 | 1.38 | 2.06 | 3.24 
52 0.25 | 0.36 |- 0.52 | 0.79 | 0.95 | °1.36 | 1.97 | 3.00 
53 0.24 0.33 0.48 0.78 0.89 1.22 1.78 2.88 
54 O28 10.82. 0.49 | 0.76. | 0.85 | 1.40 | 1.89 | 3:82 
55 0.201 0.84) °)" 0:58. 1 0.78" 16 0.90. |°- 1.27 | “1.99°.| “2.07 
Mittel 0.22.1 0.3401" 0:51 1° 0.79" | 0-00. | *1.28 || 1.92 |) 2.98" 
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TABELLE XXXI. 


Phosphorverteilung in der Leber von Adrenalintieren. 


; S | P-gehalt in 1g der fri- P-gehalt in 1g der 
os |us schen Substanz Trockénsubstanz 
Nr- | Gok Bex ae? ae mg. 
a0 , —eeeeeeEeEeEeEeEeEeEe—e—e————————— 
Z 5 N F.P | Gb. Gb.P | Gs.P 


- 66 | 72.67 | 27.88 | 32.51 | 0.32 
57 | 72.91 | 27.09 | 32.09 | 0.30 
58 | 71.66 | 28.34 | 31.82] 0.32 
59 | 73.44 | 26.56 | 82.78-| 0.34 
60° |'73.45 | 26.55 | 30.62 | 0.28 


Mittel| 72.82 | 27.18 | 31.97 | 0.31 


TABELLE XXXII. 


Zeitlicher Verlauf der Phosphorsiureabspaltung bei Autolyse der 
Leber von Adrenalintieren. ; 


- P-menge in 1g der 


: P-menge in 1g der frischen 
~Trockensubstanz 


\ Zeit Substanz 


mg 

15’ 30° 60’ | 120° 

56 = |s(012 0.70 | 1.21 1:79 
57 0.15 0.81 | 1.40 | 229 
58 . 0.16 0.78 | 1.27 2.08 
59 «|: (0.16 0.90 | 1.54 | 9.45 
60 0.14 0.83 | 1.39 | 280 


————— ee | | O_O OT 


Mittel | 016 | 22. 3 Ns 0. 0.80 | 1.36 2,18 
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TABELLE XXXIII. 


Phosphorverteilung in der Leber von Pituitrintieren. 


; a P-gehalt in 1g der fri- P-gehalt in 1g per 
a4 4s schen Substanz Trockensubstanz 
Nr. Se xe BEX mg mg 
S —————— 
8 N F.P | Gb.P| Gs.P| N F.P | Gb.F| Gs.P 
61 73.81 | 26.19 | 30.13 | 0.26 | 0.65 | 2.96 | 115.1 | 0.99 | 2.48 | 11.30 
62 73.99 | 26.01 | 31.88 | 0.30 | 0.65 | 2.72 | 122.6 | 1.15 | 2.50 10.46 
63 74.47 | 25.53 | 31.24 | 0.26 | 0.61 | 2.84 | 122.4] 1.02 | 2.39 | 11.12 
64 (2.81 | 27.69) | 31.94 | 0.80 | 0.63. |- 2.71 | 115.4.) 1.08 | *2.28° | 9:79 
65 72.73 | 27.27 | 32.01 | 0.28 | .0.63 | 2.63 | 117.4] 1.03 | 2.31 | 8.66 
Mittel| 73.46 | 26.54 "91 0.28 | 0.63 | 2.77 | 118.6) 1.05 | 2.89 | 10.26 
TABELLE XXXIV. 
Zeitlicher Verlauf der Phosphorsaéureabspaltung bei Autolyse der 
Leber von Pituitrintieren. 
P-menge in 1g der frischen P-menge in 1g der 
Substanz Trockensubstanz 
mg mg 

15’ 30’ 60! 120° 15' 30’ 60’ 120' 

61 0.19 0.26 0.40 0.65 0.73 0.99 1.53 2.48 
62 0.17 0.23 0.42 0.65 0.66 0.89 1.61 2.50 
63 0.18 0.26 0.39 0.61 0.71 1.02 1.53 2.39 
64 0.18 0.26 0.40 0.63 0.65 0.94 .| 1.45 28 
65 0.18 0.27 0.41 0.63 0.66 0.99 1.50 2.31 
Mittel 0.18 0.26 0.41 0.63 0.68 | 0.97 1.52 | 2.39 


204 | Y. Oda: 


TABELLE XXXV.. 


Phosphorverteilung in der Leber von Glukosetieren. 


i 4g P-gehalt in 1g der fri- | . P-gehalt in 1g der 
ge |4s - schen Substanz : Trockensubstanz 
Nr gs 5 BX mg mg 
ce fe 
a ¢ | x | BP |@pp|Gep| N | RP | Gb.P| Gs.P 


a ae free meal] te eS re Nf nS 


Mittel | 73.10 | 26.90 | 32.69 0.26 0.81 | 3.05 | 121.6 | 0.98 | 3.00 | 11.27 


TABELLE XXXVI. 


Zeitlicher Verlauf der Phosphorsaureabspaltung bei Autolyse der 
Leber von Giukosetieren. 


: P-menge in 1g der frischen P-menge in 1 g' der 
Zeit Substanz Trockensubstanz 
mg : mg 

15’ | 30’ 60 120' | 16’ 30’ 60’ | 120’ 

66 | 0.22 | 0.88 | 0.62 {0.88 | 0.83 | 1.25 | 1.07 | 3.18 
67 0.21 | 0.85 | 0.60 | 0.81 | 0.77 |- 1.27 °} 1.83 | 2.96 
68 0.19 | 0.32 | 0.53 | 0.77 | 0.72 | 1.92 | 2.02 | 2,04 
69 0.23 | 0.33 | 052 | 0.79 | 0.85 | 1.22 | 1.92 | 2.92 
70 0.24 | 0.35 | 0.56 | 0.84 | 0.87 | 1.27 | 2.08 | 3.05 
Mittel | 0.22 | 0.34 | 0.53 | 0.81 | 0.81 | 1.25 | 1.95 | 8.00 
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TABELLE XXXVII. 
Phosphoryerteilung in der Leber von Insulin-Adrenalintieren. 


' P-gehalt in 1g der fri- P-gehalt in 1g der 


schen Substanz Trockensubstanz 
mg mg 


# 
Wasser- 
gehalt 
% 
Trock- 
ensubstanz 


N -| F.P | Gb.P| Gs.P | N F.P | Gb.P| Gs.P 


- Mittel 73.55 | 26.45 | 32.03 | 0.27 | 0.70 | 2.87 | 121.4] 1.01 | 2.63 | 10.81 


TABELLE XXXVIII. 


‘Zeitlicher Verlauf der-Phosphorsaéureabspaltung bei Autolyse der 
Leber von Insulin-Adrenalintieren. 


P-menge in 1g der frischen | . P-menge in 1g der 
_. Substanz - Trockensubstanz 
mg mg 

15° | 30° | 60’ | 120 | 15" | 30" | 60" | 120" 
71 0.20 0.26 0.42 0.68 0.74 0.97 1.56 2.53 
72 0.21 0.26 0.44 (Oe 0.80 0.99 1.56 2.71 
73 0.19 0.29 0.45 0.72 0.72 1.09 1.70 PAR 
74 0.20 0.29 0.43 0.70 0.76 1.11 1.64 2.68 
75 018 | 0.28 | 0.44 | 0.70 | 0.68 | 1.05 | 1.65 | 263 


ne | | et | | 


Mittel 0.20 | 0.28 | 0.43 | 0.70 0.74 1.04 1.62 2.69 
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TABELLE XXXIX. 
Phosphorverteilung in der Leber von Insulin-Pituitrintieren. 
s | P-gehalt in 1g der fri- P-gehalt in 1g der 
a2 |43 schen Substanz Trockensubstanz 
Nr. % Eye 54x mg mg 
Be | aa 
8 N F.P | Gb.P| Gs.P| N F.P | Gb.P| Gs.P 
76 73.61 | 26.39 | 31.25 | 0.24 | 0.68 | 2.92 | 118.4] 0.91 | 2.58 | 11.06 
7 72.94 | 27.06 | 31.18 | 0.24 | 0.74 | 3.08 | 115.2 | 0.89 | 2.73 | 11.38 
78 73.72 | 26.28 | 32.05 | 0.27 | 0.70 | 2.938 | 122.0] 1.03 | 2.66 | 11.15 
79 73.06 | 26.94 | 31.42 | 0.26 | 0.73 | 2.88 | 116.6] 0.96 | 2.71 | 10.69 
80 73.15 | 26.85 | 31.35 | 0.25 | 0.69 | 2.94 | 116.8] 0.93 | 2.57 | 10.95 
Mittel | 73.72 | 26.68 | 31.45 | 0.25 | 0.71 | 2.95 | 117.8 | 0.94 | 2.63 | 11.05 


TABELLE XL. 


Zeitlicher Verlauf der Phosphorsdureabspaltung bei Autolyse der 
Leber von Insulin-Pituitrintieren. 


— 


vo nee 


P-menge in 1g der frischen 


P-menge in 1g der 


Substanz Trockensubstanz 
mg mg 
30’ 60! 120’ 15’ 30’ 60’ 120’ 
0.27 0.42 0.68 0.76 1.02 1.59 2.58 
0.28 0.46 0.74 0.67 1,03 1.70 703° 
0.30 0.45. 0.70 0.72 1.14 1.71 2.66 
0.33 0.48 0.73 0.74 122 1.78 2.71 
0.30 0.46 0.69 0.78 EN DAL 2.57 
0.30 0.45 0.71 0.73 1.11 1.70 2.63 
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TABELLE XLI. 


Phosphorverteilung in der Leber von Adrenalin-Pituitrintieren. 


s | Pgehalt in 1g der fri- P-gehalt in 1g der 
; a3 48 schen Substanz Trockensubstanz 
Nr." | 233 3 Bs mg mg 
5% |} —-—-@————____j—________ 
& | N | FP |GbP| GaP] n | FP | GbP| GaP 


ae eS a | ee | ee Ce S| or ee aes 


84 | 73.43 | 26.57 | 32.16 | 0.27 | 0.62 | 2.88 | 121.0} 1.01 | 2.33 | 10.84 
85 | 73.37 | 26.73 | 32.08,; 0.25 | 0.65 | 2.96 | 120.0 | 0.93 | 2.45 | 11.07 


Mittel| 73.72 | 26.28 | 31.90 | 0.26 | 0.62 | 2.88 | 121.4] 0.99 | 2.37 | 10.97 


TABELLE XLII. 


_ Zeitlicher Velauf der Phosphorsdureabspaltung bei Autolyse der 
: Leber von Adrenalin-Pituitrintieren. 


pgs are. aon Rita sea etedee he 
mg mg . 

' | 30 | 6 |.1207 | 15° | 30° | oo | 120 
81 0.14 | 0.20 | 0.35 | 0.59 | 0.54 | 0.77 | 1.35 | 2.28 
82 0.11 | 0.22 | 0.39 | 0.65 | 0.43 | 0.84 | 1.49 | 2.49 
83 0.15 | 0.21 | 0.40 | 0.61 | 0.57 | 0.80 | 1.56 | 233 
84 0.13 | 020 | 038 | 0.62 | 049 | 0.75 | 1.43 | 2.33 
85 0.12 | 0.22 | 041 | 065 | 0.45 | 0.83 | 1.53 | 2.43 


. Mittel 0.13 | 0.21 0.39 | 0.65 0.50 | 0.80 1.47 2.37 
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TABELLE XLIII. \ 
Phosphorverteilung in der Leber von Insulin-Glukosetieren. 
a S P-gehalt in 1g der fri- - Psgehalt in 1g der 
5 4/48 schen Substanz Trockensubstanz 
Nr. | 28 «| 5 Be mg mg 
sh |oa 
a N F.P | Gb.P| Gs.P| N F.P | Gb.P| Gs.P 
86 73.14 | 26.86 | 31.45 | 0.25 0.82 | 3.14 | 117.1 | 0.93 | 3.05 | 11.69 
87 | 72.31 | 27.69 | 34.46 | 0.26 | 0.79 | 3.11 | 124.4 | 0.94 | 2.35 | 11.23 
88 72.92 | 27.08 | 33.16 | 0.24 | 0.84 | 3.13 | 122.4 | 0.89 3.10 | 11.56 
89.. | 73.04 | 26.96 | 31.34 | 0.25 ; 0.80 | 3.09. | 116.2 | 0.93 | 2.97 | 11.46 
90 73.82 | 26.18 | 32.34 | 0.27 | 0.77 3.03 | 123.5 | 1.03 | 2.94 | 11.57 
Mittel. | 73.05 | 26.95 |°32.49 | 0.25 | 0,80 | 3.11 | 120.5 | 0.94 | 2.98 | 11.50 
TABELLE XLIV. 
Zeitlicher Velauf der Phosphorsdéureabspaltung bei Autolyse der 
Leber von Insulin-Glukosetieren. 
\ : P-menge in 1g der frischen P-menge in 1g der 
Ne ee Substanz Trockensubstanz 
mg mg 
Nr. xe 15’ | 3 ’ 60’ 120’ 15’ 30’ 60’ 120' 
,86 0.24 | 0.33 0.50 0.82 0.89 128 1.86 3.05 
87 0.26 0.30 0.49 0.79 0.94 1.26 ag 2.85 
88 0.24 0.33 | 0.54 0.84 0.89 1,22 1.98 3.10 
89 0.23 0.34 0.55 0.80 0.85 1.26 2.04 2.97 
90 0.22 0.35 0.56 0.77 0.84 33 Pals 2.94 
Se side als é 
Mittel 0.22 0.34 0.55 0.80 0.88 1 26 1.96 2.98 
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EXPERIMEN TELLE BEITRAGE ZUR WIRKUNG DER 
PARASYMPATHIKUSGIFTE AUF DEN BLUTZUCKER, 


BESONDERS ZUR FRAGE DER PARASYM- 
PATHISCHEN HYPERGLYKAMIE,"* 


Von 


TORAO SAKURAI. 


(Aus dem bioche nischen Institute der medizinischen Akademie zu Niiqata. 


VIIk. 


Direktor - Prof. Dr. Motozo Kawakita.) 


(EKingegangen am 25. April 1926) 


Inhaltsverzeichnis. 


Ejinleitung. 

Allgemeines zur Methodik. 

Die Wirkung des Cholins auf den Blutzucker. 

a) Subkutane Injektion. 

b) Stomachale Darreichung. 

Die Wirkung des Eserins auf den Blutzucker. 

Die Wirkung des Pilokarpins auf den Blutzucker. 

Die Wirkung des Atropins auf den Blutzucker. 

Der Einfluss des Atropins auf die durch Eserin oder Pilokarpin 
erzeugte Hyperglykamie. 

a) Eserinhyperglykamie. 

b) Pilokarpinhyperglykamie. 

Der Einfluss des Insulins auf die Pilokarpin- resp. Esérinhypergly- 
kdmie. 

a) Insulin (zur Kontrolle). 

b) Eserinhyperglykamie. 

c) Pilokarpinhyperglykamie. 

Die Wirkung des Pilokarpins und Eserins auf den Blutzucker von 
Kaninchen, deren beiderseitige Splanchnici durchschnitten, sind. 
Zusammenfassende Betrachtung. 

Schluss. 


* Diese Arbeit wurde an den regelmassigen Versammlungen der Hoku- 
yetsu medizinischen Gesellschaft gelesen (Marz 15, Mai 17, Juni 21 und 
September 20, 1924). Es tut mir leid, dass wegen der langdauernden Krank- 
heit von Herrn Prof. Dr. Kawakita die Verdffentlichung dieser Arbeit. bis 
heute verzogert worden ist. 
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I.. EINLEITUNG. 


Es ist eine bekannte Tatsache, dass das Pankreashormon 
eine Hypoglykémie erzeugende Wirkung hat, obwohl der Mech- 
anismus dafiir noch eine viel umstrittene Frage bleibt. Es sind 
daher viele Umstande, welche eine Steigerung oder eine Her- 
absetzung der inneren Sekretion des Pankreas herbeifiihren 
und die wahrscheinlich eine Anderung des Blutzuckerspiegels zur 
Folge haben. 

“Oper die Innervation der. Paver aneeceien ist noch 
nicht viel bekannt. Eppinger, Falta und Rudinger (1908) 
nahmen fiir die innere Sekretion des Pankreas das Vorhanden- 
sein von férdernden Fasern im Vagus an. Asher und Corral 
(1915) gelang es, den Beweis ftir die vagische Natur der sekre- 
tionsférdernden Nerven zu erbringen. Brugsch, Dresel und 
Lewy (1921) fanden, dass im hinteren Teile ‘des vegetativen 
Oblongatakerns Sympathikuszellen fir die Inbetriebsetzung der 
Nebennieren und damit fir die Zuckermobilisierung, im vordern 
Teile Vaguszellen fir das Pankreas, also fiir vermehrten. Glyko- 
_ genaufbau liegen. 

Wenn die Angaben der obengenannten Autoren richtig 
sind, muss der Blutzucker bei Reizung der parasympathischen 
Nerven mit bestimmten Giften sich selbstverstandlich ver- 
mindern. | 

Die Wirkung der Parasympathikusgifte auf den Blutzucker 
ist bisher viel studiert worden, aber die Ergebnisse der vielen’ 
Autoren stimmen durchaus nicht jtiberein. . Bei der subkutanen 
Injektion des Cholins fanden Maebo (1921), Bornstein und 
sein Mitarbeiter (1921) eine Hyperglykimie, Dresel und Zim- 
min (1923) dagegen sahen die Hypoglykamie, besonders'bei der 
stomachalen Darreichung desselben. Bei der Injektion des 
Eserins sahen Bornstein und sein Mitarbeiter (1921) Erhéhung 
des Blutzuckers, Saito (1921) dagegen fand Herabsetzung des- 
selben. Bei der Injektion des Pilokarpins fanden Maébo (1921), 
Bornstein u.a. (1921), Saito (1921), Doyon und Kareff 
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(1904) und Morat Steigerung des Blutzuckers, nach Water- 
mann (1911) und Macguigan (1916) vermehrte sich der 
Blutzucker voriibergehend ; danach senkte er sich. bis unter den 
normalen Wert. Grossmann (1923) aber bekam kein kon- 
stantes Resultat. 

Unter solechen unter sich weit auseinander gehenden Re- 
sultaten der fritheren Autoren wollte ich die folgenden Fragen 
stellen: 

1) Haben die Parasympathikusgifte eine den Blutzucker 
steigernde oder herabsetzende Wirkung? 

2) Wenn eine Hyperglykimie durch die Gifte zustande 
kommt, von welchem Mechanismus wird sie hervorgerufen ? 

3) Kann man es nicht von der Wirkung der Parasym- 
pathikusgifte auf den Blutzucker aus beweisen, dass die Pan- 
kreasinnersekretion von parasympathischen Nerven férdernd 
innerviert wird ? 

Um diese Fragen zu lésen, wurde Folgendes untersucht : 

a) Der Einfluss einiger Parasympathikusgifte — Cholin, 
Kserin, Pilokarpin und Atropin—auf den Blutzucker. 

b) Der Unterschied der Wirkung der obengenannten Gifte 
auf den Blutzucker je nach den verschiedenen Dosen. 

ce) Der Einfluss des Atropins und Insulins auf die Wirkung 
dieser Gifte. 

d) Der Einfluss der Parasympathikusgifte auf den Blutzucker 
bei Kaninchen, deren beiderseitige Splanchnici durchschnitten 
sind. 


Il. ALLGEMEINES zUR METHODIK. 


Die Parasympathikusgifte, die in diesen Experimenten ge- 
braucht wurden, waren Cholinchlorid (Kahlbaum), Atropinsulfat 
(Merck), Salizylsaures Eserin (Ph. jap. IV) und _salzsaures 
Pilokarpin (Merck). Ferner benutzte ich Adrenalinchlorid 
(Sankyo Kaisha) und Insulin (Connaught Laboratory). 

Als Versuchstiere sind Kaninchen gebraucht worden, und 
um die alimentaire Hyperglykiimie zu vermeiden, wurde der 
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Versuch immer an niichternen Tieren ausgefihrt. 

‘Zur Bestimmung des Blutzuckergehaltes benutzte ich die 
Bang’sche. (1922) Mikromethode. Ferner strengte ich mich an, 
wahrend der Experimente jede unndtige Aufregung von den 
Kaninchen fernzuhalten. 


TII. Dire WirKunG DES CHOLINS AUF DEN BLUTZUCKER. 


Das Cholin wird im Tierkérper gebildet und ist als ein 
Bestandteil des Lezithins bekannt. Es hat eine antagonistische 
Wirkung gegen Adrenalin und gehért zum sogenannten Autono- 
min (Eppinger und Hess). 

Die Wirkung des Cholins auf den Zuckerstoffwechsel ist 
bisher viel studiert worden. Cavina Giov. fand nach der 
intravenédsen Injektion des Cholins, dass das Leberglykogen 
abnahm, aber keine Hyperglykémie und Glykosurie eintraten. 
Aus diesen Resultaten nahm er an, dass das Cholin die Glyko- 
genbildung in der Leber verhindern kann ; aber Doyon (1908) 
kam zu einem entgegengesetzten Resultate. Wahrend Gau- 
trelet (1908) berichtete, dass das Cholin die Adrenalingly- 
kosurie verhindern’ kann, fanden Lohmann (1908), Frank 
und Isaak (1909) entgegengesetzte Resultate.. Frank und 
Isaak schlossen aus ihren Versuchen, dass der weitgehende 
Antagonismus zwischen Adrenalin und Cholin sich nicht. auf 
den Kohlenhydratstoffwechsel erstreckt. Maebo (1921), fand 
eine leichte Erhéhung des Blutzuckers bei der Injektion des 
Cholins. Nach Bornstein und Vogel (1921) hat der Blut- 
zucker durch das Cholin zugenommen ; aber Dresel und sein 
Mitarbeiter. (1923) berichteten, dass eine Hypoglykamie nach 
der Einverleibung von Cholin auftrat. Sie haben diese Erschei- 
nung durch die Innervation der innersekretorischen Funktion 
des Pankreas erliutert: ,,Die die Zuckermobilisierung in der 
Leber cinschrinkende innersekretorische Funktion des Pankreas 
wird durch parasympathische Nerven, die aus dem vordersten 
Teile des vegetativen Oblongatakerns stammen, férdernd inner- 
viert. “ 
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Da also das Resultat von Bornstein und seinen Mitar- 
beitern mit dem von Maebo fast iibereinstimmt, ist das von 
Dresel doch ganz abweichend. Aber die Bedingungen dieser 
Untersuchungen, -— Versuchstiere, Dosis des Cholins, —Cholin- 
priiparat,—waren alle verschieden. 

Da es nicht selten ist, dass eine einzelne Substanz je nach 
den verschiedenen Dosen andere physiologische Wirkung zeigt, 
so muss man die Untersuchungen mit verschiedenen Dosen der 
Mittel ausfithren. Ferner ist der Tonus der vegetativen Nerven 
des Fleischfressers nicht gleich dem des Pflanzenfressers. So 
kann die Wirkung eines Giftes auf vegetative Nerven je nach 
den Versuchstierarten ganz verschieden sein. Um diesen Unter- 
schied festzustellen, habe ich zunachst den Blutzuckerspiegel 
des Kaninchens bei der Einverleibung von verschiedenen Dosen 
Cholin untersucht. 


A) Der Blutzuckerspiege bei der subkutanen Injektion 
des © ins. 
Man variiert die Dose des Cholins zwischen 0.005-0.1 ¢ pro 
kg Tier. Die Resultate sind in den folgenden Tabellen (I. 
a, b, c, d, e) bezeichnet. 
TABELLE I. Cholinchlorid (subkutan). 
a) 01¢ pro kg Tier. 


Kaninchen Blutzuckergehalt (%) 

Gewicht nach ‘ Dat 
Nr. |"y, | Vorher| ‘yg, | 1St. | 1:St.] 28t | 38t. | 4S. 1994. 
L793 0.098 | 0.140 | 0.133 _ 0.114 | 0.107 — | 16/II 
Di teleoD 0.089 | 0.120 | 0.126 — 0.119 | 0.111 — a 
3} 1.50 0.101 | 0.119 | 0.099 —— 0.092 | 0.100 - 7 
4| 1.56 OFL0% | 0.194 | 0.182 — 0.110 | 0.105 — a 
Mittelwert } 0.098 | 0.126 | 0.123 — 0.109 | 0.106 a — 
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b) 0.05 g pro kg Tier. 
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Kaninchen Blutzuckergehalt (%) 
Gewicht nach ’ . Datum 
Nr | ie vorher 3 St. | 1St. | 13 St.) 28t. 3St. | 4S8t. 1994 
39 1.57 0.105 | 0.139 | 0.118 | 0.109 | 0.113 | 0.105 | 0.102 | 22/1 
6 1.35 0.122 0.163 0.141 0.146 0.132 0,124 | 0.123 | 24/I 
i 1.51 0.089 0.113 0.116 _ 0.107 0.100 | 0.092 4/Ii 
8 1.64 0.100 | 0.110 | 0.108 — 0.101 | 0.098 | 0.099 4/II 
9 Wert 0.116 0.124 0.111 0.115 0.106 0.103 | 0.094 | 28/I 
10; 1.61 0.119 0.111 0.107 0.100 0.103 0.093 | 0.100 Bs 
is 1.69 0.095 0.097 0.091 — 0.100 0.094 | 0.096 1/II 
12 | 1.85 0.090 0.093 0.091 _ 0.080 0.090 | 0.085 et 
13 | 2.30. 0.110 0.135 0.137 0.143 0.1380 0.116 | 0.119 | 30/I 
14 | 2.00 0.115 0.115 0.105 sae) 0.106 0.110 | 0.105 | 29/1T 
1 | 1.72 0.096 0.106 0.126 coe 0.113 0.100 | 0.109 a 
+ Mittelwert | 0.105 0.119 | 0.114 | — | 0.108 | 0.103 | 0.099 | 
c) 0.01 g pro kg Tier. 
165] 197 0.115 0.118 0.119 0.118 0.120 0.106 | 0.091 | 22/I 
i eal on eat | 0.119 0.122 0.124 0.123 0.120 0.104 | 0.102 | 28/I 
18 | 2.40 0.099 0.095 0.105 0.103 0.107 0.092 | 0.092 | 30/I 
Mittelwert | 0.110 0.112 0.116 0.115 | 0.116 0.101 § 0.094 
d) 0.005 g pro kg Tier. 
19 1.65 0.094 0.102 0.104 _ 0.101 0.092 | 0.092 | 4/II 
20 |—+4.86 0.084 0.093 0.098 — 0.091 0.089 | 0.083 a 
Mittelwert 0.089 | 0.098 0.101 | _ 0.096 0.090 | 0.088 
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e) Kontrollversuch (Aq. destill. 20-30 cem subkutan). ° 


Kaninchen Blutzuckergehalt (%) 

Nr {Ferien vorher | Fgh | 1S8t | 198% | 28t | 3 St. | PE pews 
21:| 1.50 | 0.108 | 0.115 | 0.119 | 0.120 | 0.110] — | I 
22:1. "1.91 0.110 | 0.114 | 0.115 | 0.110 | 0.110 eA be a 

23] 1.62 | 0.115 | 0.127] 0.120 | 0.107 | 0.109} — = x 

24] 2.16 | 0.108 | 0.118 | 0.104]. — | 0.108 | 0.103] — | ,, 


= 
—— 


oo | Gai7 oath |e 2th Gee |e 8 


-Mittelwert 


Der Versuch mit 0.1g Cholin pro kg Tier zeigt eine 
Erhéhung des Blutzuckergehaltes in leichtem Grade. Der 
héchste Stand bei diesem Versuche betragt durchschnittlich 32% 
des Niichternheitswertes. Die Versuche mit 0.05 g zeigten bald 


- * Erhéhung (5,6,7,18,14.), bald Sinken (9,10.), bald. keine Ver- 


dnderungen (8,11,12,15,16.) des Blutzuckergehaltes ; bei 0.01 g 
‘Cholin zeigte sich eine Neigung des Blutzuckers zum Sinken ; 
bei 0.005 g Cholin trat jedoch keine Verdnderung ein. 

Da die Kontrollversuche, bei denen 20-30 ccm destilliertes 
Wasser subkutan injiziert wurden, keine merkliche Verdnder- 
ungen des Blutzuckergehaltes zeigten, so ist klar, dass die oben 
genannten Verainderungen nicht infolge des Injektionsreizes 
hervorgerufen werden, sondern durch das Cholin bewirkt sind. 


Der Einfluss des stomachal einverleibten Cholins auf den 
Blutaucker. 


Dresel und sein Mitarbeiter berichteten, dass das per os 
verabreichte Cholin sowohl beim Gesunden als such beim 
Diabetiker eine deutliche Hypoglykimie hervorruft. Ich habe 
gleichartige Untersuchungen an Kaninchen ausgefiihrt. Man 
gibt ihnen ein bestimmtes Volumen von 12% Cholinlésung durch 
eine Schlundsonde in den Magen und spilt dann letztere mit 


218 T. Sakurai: 


etwa 50cem Wasser aus. Beim Kontrollversuche giesst man 
nur etwa 50 cer Wasser durch die Schlundsonde in den Magen. 
(Tabelle II. a,b.) 
TABELLE II. 
Cholinchlorid (per os). 
a) 0.1 g pro kg Tier. 


Kaninchen Blutzuckergehalt (%) 
- |Gewicht| _ nach eee Datum 
Nr. kg vorher 4 St. 1St. | 13 St. 2 ae 3 St. | 4St. 1924 
jl ele alas: 0.100 _ 0.107 — 0.104 0.109 | 0.102 | 29/IT 
DM 180~ 1"? O04 | = 0402 5s 0.094 | 0.092 | 0.086 | ,, 
Sull 1.68 0.107 —_— 0.100 — 0.115 0.110 | 0.108 p 
el) 197 00g: > ie er 0.100 | 0.105 | 0.093 | __,, 
Mittelwert | 0.103 — 0.106 —_— 0.103 0.104 | 0.097 


-b) Kontrollversuch (Aq. destill. 50 cem per os). 


5 | 1.96 0.094 | 0.096 | 0.095 | 0.098 | 0.092 20/II 


6| 2.04 0.116 | 0.115 [| “0.117 | 0.123 | 0.124 =f 


cA) AUS) 0.098 | 0.096 | 0.106 | 0.108 | 0.109 20/VII 


Mittelwert | 0.103 | 0.102 | 0.106 | 0.109 | 0.107 


Wie man aus der Tabelle ersieht, verindert sich, der Blut- 
zuckergehalt fast gar nicht, obwohl ich dem Tier Cholin in 
zehnfach so grosser Menge im Vergleich zu Dresels Versuche 
verabreichte. 


c) Susammenfassung. 


1) Bei der subkutanen Injektion des Cholins zeigen : 
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a) die Versuche mit 0.1g pro kg Tier eine leichte 
Steigerung des Blutzuckergehaltes. 

b) die Versuche mit 0.05 g pro kg Tier entweder, eine 
leichte Vermehrung oder eine Neigung zur. Ver- 
minderung des Blutzuckers, 

c) die Versuche mit 0.01 ¢ pro kg Tier eine Tendenzg 
des Blutzuckers zum Sinken. 

2) Bei der subkutanen Injektion des destillierten Wassers 
konstatiert man keine merkliche Veranderung des. Blutzucker- 
gehaltes. 

3). Bei der ean Verabfolgung’ von 0.1¢ Cholin. pro 
kg Tier ersieht man keine auffallende Verainderung. des. Blut- 
zuckergehaltes. 


IV. Dire WIRKUNG DES ESERINS AUF DEN Boao: 


Das Eserin ist wohl seit langem als ein die ndinineea 
_ der parasympathischen Nérven reizendes Mittel bekannt;.aber die 
Beziehungen zwischen ihm und dem Zuckerstoffwechsel sind 
nur wenig studiert. Saito (1921) berichtete, dass das Eserin 
den Blutzuckergehalt des Meerschweinchens nicht erhéht, son- . 
dern vermindert. Bornstein und ‘seine Mitarbeiter (1921) 
fanden, dass das Eserin eine Hyperglykamie erzeugt, die durch 
Atropin verhindert wird, und dass Eserin und Adrenalin ihre 
Wirkungen auf den Blutzucker gegenseitig hemmen. Da die 
Wirkung des Cholins auf den Blutzucker wie oben bemerkt, je 
nach seiner Dosis verschieden gefunden wird, habe ich die Unter- 
suchungen mit verschiedenen Mengen der Mittel ausgefiihrt. 
Eine 0.1%¢ Eserinlésung wurde zur subkutanen Injektion ge- 
braucht. Die Resultate sind in den folgenden Tabetlen bezeich- 
net. (Tabelle IIT. a, b.) 


bo 
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TABELLE III. 


Salizylsaures Eserin. 


a) 0.1 mg pro kg Tier. 


Kaninchen Blutzuckergehalt (%) 

Gewicht nach Datum 

Nr. kg vorher | 4 St. 1 St. | 2 St. 3 St. | 4S8t. 1924 

I 1.52 0.113 0.137 0.115 0.120 0.110 0.112 18/II 
2, 1,60 OTT a Osl25 5s Oc Sm 0.0930 enOs002 = 20/11 
3 1.58 0.099 0.118 0.101 0.096 0.097 — 20/11 
4 2.00 0.106 0.110 0.103 0.107 0.108 0.113 27/11 
Mittelwert 0.109 0.120 0.108 0.103 0.102 —_ 


b) 1.0 mg pro kg Tier. 


5 1.81 0.108 | 0.144 | 0.204 0.264 | 0.231 | 0.220 18/II 
6 1.32 0:115 | 0.169 | 0.222 | 0.262 | 0.203 = 20/T1 
7 2.30 0.109 | 0.136 | 0.208 | 0.178 | 0.169 | 0.116 27/11 
Mittelwert | 0.111 | 0.150 | 0.211 | 0.235 | 0.201 =: 


Die Blutzuckerspiegel in den Versuchen mit 0.1 mg pro kg 
Tier sind verschieden. Kaninchen I und III zeigen eine 
Steigerung des Blutzuckergehaltes von leichtem Grade, II zeigt 
eine Verminderung und IV keine Verainderung. Die Versuche 
mit 1 mg Eserin zeigen deutliche Hyperglykiémie. Bei diesen 
letzten werden typische Vergiftungserscheinungen—krampfartige 
Kérperbewegungen, fibrillire Zuckungen, Atembeschleunigung, 
unruhiger Zustand und Durchfall—konstatiert. Da es nach 
Pollak (1911), Bang (1913), Reasch (1911) u.a. feststeht, 
dass die Krampfgifte im allgemeinen eine Hyperglykimie her- 
vorrufen, so kénnen die durch Eserininjektion hervorgerufene 
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Unruhe und die Krimpfe beim Entstehen der Hyperglykimie 
eine Rolle spielen. 
Zusammenfassung. 


1) Bei der subkutanen Injektion von 0.1 mg Eserin pro 
kg Tier sind die Verinderungen des Blutzuckergehaltes undeut- 
lich und nicht konstant. 

2) Der Versuch mit 1 mg Eserin pro kg Tier zeigt eine 
merkliche Hyperglykaimie. 


V. Dire WIRKUNG DES PILOKARPINS AUF DEN BLUTZUCKER. 


Das Pilokarpin reizt die Endigungen der parasympathischen 
Nerven. Uber seine Wirkungen auf den Zuckerstoffwechsel ist 
viel studiert worden. Nach Morat vermehrt sich der Blut- 
zucker bei der Pilokarpininjektion und das Atropin verhindert 
diese Pilokarpinwirkung. Doyon, Kareff und Fenestrier 
(1904) berichteten, dass bei der Injektion des Pilokarpins in die 
Pfortader der Blutzucker sich vermehrt und das Leberglykogen 
sich vermindert. Die Adrenalinglykosurie wird nach Ep- 
pinger, Falta und Rudinger. (1908) durch Pilokarpin ver- 
hindert. ‘Watermann (1910-1911) berichtete, dass bei der 
Pilokarpininjektion eine Glykosurie eintrat, und dass der Blut- 
zuckergehalt sich nach einer Stunde verméhrte, nach 5-6 
Stunden aber bis unter den normalen Wert sank, und dass das 
Tier gegen Adrenalin empfindlicher als normal wurde. Nach 
Macguigan (1916) vermehrt das Pilokarpin den Blutzucker- 
gehalt nicht, sondern dieser sinkt nach 2-3 Stunden bis unter 
den normalen Wert. Maebo (1921) berichtete, dass das Pilo- 
karpin eine Hyperglykiéimie erzeugt, die durch Atropin gehemmt 
wird. Saito (1921) beobachtete eine Hyperglykiimie bei 1 mg 
Pilokarpin bei Meerschweinchen, aber bei 0.1 mg oder 0.3 mg 
keine Verénderung. Bornstein und seine Mitarbeiter (1921, 
1922, 1923) fanden, dass bei der Pilokarpininjektion eine 
Hyperglykamie eintrat, die durch Atropin verhindert wird, und 
dass das Leberglykogen sich dadurch vermindert. Ferner 
berichteten sie, dass die Resultate der Untersuchung des respi- 
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ratorischen Gaswechsels bei Adrenalinglykimie von der bei 
Pilokarpinglykamie ganz verschieden waren, und dass gleich- 
zeitig injiziertes Adrenalin und Pilokarpin ihre Wirkung ge- 
genseitig verhindern und beim epinephrektomierten Tiere durch 
die Pilokarpininjektion der Blutzucker sich vermehrt. Sie 
behaupteten nach verschiedenen Untersuchungen, dass die Pilo- 
karpinglykamie mit der Adrenalinglykamie nicht identisch und 
weder von asphyktischer noch azidotischer Natur ist. Nach 
Grossmann (1923) ist die Wirkung des Pilokarpins auf den 
Blutzucker nicht immer gleichartig. 

Weil die Angaben der vielen Autoren sehr verschieden 
sind, habe ich die folgenden Untersuchungen mit verschieden- 
starken Dosen ausgefihrt. 

Die Dosen des Pilokarpins Bios zwischen 0.5-10 mg 
pro kg Tier, Subkutan wurde eine 0. 2% Loésung von salzsaurem 
Pilokarpin injiziert. Die Resultate bezeichnet die folgende 
Tabelle. 


TABELLE Iv. 


Pilokarpinversuch, 
a} 10mg pro kg Tier. 
Kaninchen Blutzuckergehalt (%) 
Gewicht nach Datum 
Nr. kg vorher 3 St. 1 St. 2St. | 3St. 4St. | 6St. 1924 
1] 1.45 0.100 — 0.203 | 0.190 | 0.113 — — | 8/IIl 
VA ES Vr etal Wear 8 Wi eg ae 0.204 | 0.209 | 0.142 | — = 
Mittelwert | 0.106 | — | 0.204] 0.200 | o128| —°| — 
b) 5 mg pro kg Tier. 
Ol 1,45 | 0ieL 0.207 | 0.219 | 0.170 | — BE Tat 
41-208 | 0.107 |. — 0.287 | 0.286 | 0,307 | — = Mi 


Mittelwert | 0.101 = 0.247 | 0.253 | 0.289 = = 
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c) 2mg pro kg Tier. 


5 1.41 
6 1.41 
7 1.61 
8 1,59 
Mittelwert 


0.114 
0.122 


0.110 


0.152 


0.228 
0.110 


d) 1mg pro kg Tier. 


9] 2.02 
10} 2.04 
11). 2.07 
12} 1.63 


0.106 


0.109 
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e) 0.5mg pro kg Tier. 


13 1.48 
14 1.66 
15 1.96 
16 1.80 
Mittelwert 


0.093 
0.105 
0.099 


0.104 
0.100 
0.116 
0.103 


— —_ |S uc ie \m—— liq _\|——_ 


0.103 


0.144 | 0.116 | 0.124 
0.250 | 0.178 | 0.134 
0.108 |, 0.118 | 0.110 
0.104 | 0.086 | 0.083 
0.152 | 0.125 | 0.113 
0.085 | 0.084 | 0.097 
0.094 | 0.088 | 0.088 
0.094 | 0.090 | 0.095 
0.118 | 0.102 | 0.100 
0.098 | 0.091 | 0.093 
0.104 | 0.090 | 0.094 
0.101 | 0.106 | 0.098 
0.096 | 0.097 | 0.093 
0.116 | 0.108 | 0.109 
0.104 | 0.100 | 0.099 


Die Versuche mit 10mg und 5mg Pilokarpin pro kg Tier 
zeigen deutliche Hyperglykamie und bei.denen mit 2mg wird 
Die Versuche mit 1mg 
zeigen keine Erhéhung des Blutzuckergehaltes, vielmehr eine 
Neigung zum Sinken. 
immer unverandert. 


‘der B'utzucker teils erhéht teils nicht. 


Bei 0.5 mg bleibt der Blutzuckergehalt: 
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Zusammenfassung. 


1) Bei der Injektion von 5 und 10 mg Pilokarpin pro kg 
Tier kommt eine auffallige Hyperglykimie zustande. 

2) Bei der Injektion von 2 mg konstatiert man eine leichte. 
Erhéhung des Blutzuckergehaltes. 

3) Im Versuche mit 1mg sieht men eine Neimine des 
Blutzuckergehaltes zur Verminderung. 

4) Der Versuch mit 0.5mg zeigt keine merkwiirdigen 
Verdinderungen des Blutzuckergehaltes. 


VI. Die WirKkune pes ATROPINS AUF DEN 
BLurTzucKER. 


Das Atropin ist ein Gift, das die Endigungen der para- 
sympathischen’Nerven lihmt. Seine Wirkung auf den Zucker- 
stoffwechsel wurde bisher viel studiert. Nach Forscheimer 
(1912), Cavazani und Sollani lahmt es die glykogenolyti- 
schen Fasern in der Leber. Darum kann man nach der Ein- 
verleibung des Atropins auf dem Wege einer Reizung des Plexus 
splanchnicus keine Hyperglykamie erzeugen. Macleod (1908) 
kam aber zu entgegengesetzten Resultaten. Macguigan (1916) 
berichtete, dass das Atropin in grossen Dosen eine Hyperglyka- 
mie hervorruft, die wohl infolge der psychischen Erregung 
erzeugt wird. Wahrend nach Rudisch (1909) das Atropin die 
Zuckertoleranz der Diabetiker erhdht, soll es jedoch nach 
Mosenthal (1918) diese Wirkung nicht haben. Nach Pitini, 
. Maebo (1921) und Saito (1921) erhéht das Atropin in grossen 
Dosen den Blutzucker. Heffter (1901) konstatierte eine Gly- 
kosurie bei der Atropinvergiftung des Menschen. Nach Ima- 
mura, Watanabe (1920) und Saito (1921) hat das Atropin 
in kleinen Dosen keinen Einfluss auf den Blutzucker. Born- 
stein und seine Mitarbeiter (1921) kamen zu denselben Resul- 
taten. Grossmann (1928) berichtete, dass der Blutzucker sich 
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durch Atropin voriibergehend vermehrt. 

-Nach diesen Berichten der verschiedenen Autoren steht fest, 
dass das Atropin in grossen Dosen eine Hyperglykimie erzeugt 
und in kleinen Dosen keine Wirkung auf den Blutzucker 
ausiibt. 

Ich habe als Kontrollversuch zu nachfolgenden Untersuch- 
ungen, wobei ich seine antagonistische Wirkung gegen Reizgifte 
studierte, einige Experimente mit kleinen Dosen ausgefihrt. 

Es wurde eine 0.5% Atropinlésung subkutan injiziert. Die 
Resultate bezeichnet die folgende Tabelle. (Tabelle V.) 


TABELLE V. 
Atropinversuch. 

a) 2mg pro kg Tier. 

Kaninchen Blutzuckergehalt (%) 


Nr. onic vorher nach i St. 2 St. 3 St. Datum 
= Bs St. 


1.72 0.114 0.131 0.130 0.114 0.120 12/11 


1 
2 1.71 0.101 | 0.108 | 0.122 | 0.101 | 0.095 . 

3 1.59 | 0.102 | 0.101 | 0.104 | 0.102 | 0.097 | 14/II 

4 2.15 0.094 | 0.101 | 0.108 | 0.106 | 0.093 e 
Mittelwert 0.103 | 0.110 | 0.116 | 0.106 | 0.101 


b) 45mg pro kg Tier. 


5 1.66 0.112 | 0.117 | 0.114] 0.104 | 0.091 12/11 


6 1.48 0.090 0.103 0.114 0.094 0.092 14/TI 
7 1.45 0.097 0.107 0.104 0.103 0.105 - 


Mittelwert 0.100 0.109 0.111 0.100 | 0.096 
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Wie man aus der Tabelle ersieht, bleibt der Blutzucker fast 
unverdndert. 


VII. Der Ervruuss pes ATROPINS AUF DIE DURCH 
EseRIN ODER PILOKARIN ERZEUGTE 
HYPERGLYKAMIE. 


Es ist durch Maebo (1921), Morat, Bornstein u. a. 
erklart worden, dass die Wirkung des Cholins, Eserins und 
Pilokarpins auf den Blutzucker oder auf den Zuckerstoffwechsel 
durch das Atropin gehemmt wird, das also eine antagonistische 
Wirkung gegeniiber den genannten Giften hat. Nach Saito 
wird die Pilokarpinhyperglykaémie durch das Atropin gehemmt, 
und obgleich weder das Eserin noch das Atropin allein seinem 
Versuche nach den Blutzucker erhéht, konstatiert man doch eine 
Hyperglykémie, wenn man diese beiden Mittel gleichzeitig 
injiziert. Ich habe ebenfalls derartige Untersuchungen ausge- 
fihrt. Da die Wirkung des Cholins auf den Blutzucker nicht 
deutlich war, habe ich mit Cholin keinen Versuch ausgefiihrt, 
sondern nur mit Eserin und Pilokarpin. Bei diesen Versuchen 
wurde dem Tiere so viel Eserin oder Pilokarpin injiziert, dass 
sie eine deutliche Hyperglykaémie erzeugen kénnen, aber nur 
so wenig Atropin, dass es keinen Einfluss auf den Blutzucker 
ausiibt. 


A) Eserinhyperglykcmie. 


TABELLE VI. 
a) Eserin (pro kg 1mg) und Atropin (pro kg 2-5 mg) gleichzeitig. 


Kaninchen Blutzuckergehalt (%) 
— : Datum 
Nr. (Gewicht omer) MSP | ase | ose [os | aay, | 7 192 
: kg 8 =a > St. 
1 1.55 0.113 _- 0.127 0.107 OFT 0.110 25/11 
2 1.88 | e103) = 0.102 | 0.114 | 0.095 | 0.105 m 
3 ers 0.120 — 0.136 0.128 0.119 0.113 ~ 
Mittelwert OTe — 0.122 0.116 0.109 0.111 
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b) Pilokarpin (pro kg 5mg) und Atropin (pro kg 5 mg) gleichzeitig. 


0.088'| 0.089 | 0.106 | 0.108 | 0.110} 0.116 | I/V 
0.100 | 0.102 | 0.108 | 0.118 | 0.099 | 0.097 a 


4 
5 


1.27 
1.74 


Mittelwert | 0.094 | 0.091 | 0.107 | 0.113 | 0.105 | 0.107 


In diesen Versuchen konstatiert man keine Hyperglykamie, 
waihrend mit Eserin allen (Tabelle III. b) eine deutliche 
Steigerung des Blutzuckergehaltes zustande kam. Die Vergift- 
ungserscheinungen, die ich vorher beschrieb, wurden in diesen 
Versuchen auch konstatiert, aber ihre Intensitét war schwécher 
als die in den Eserinversuchen. Das Atropin verhindert die 
Eserinhyperglykamie, aber es hemmt nicht das Zittern und den 
Krampf, die durch Eserin erzeugt werden. Diese Tatsache lasst 
uns schliessen, dass die Eseringlykaimie nicht infolge der Auf- 
regung oder des Krampfes, sondern durch andere Faktoren 
hervorgerufen wird. 


B) Pilokarpinhyperglykémie. 


Es wurden gleichzeitig je 5 mg Pilokarpin und Atropin 
pro kg Tier injiziert. (Tabelle VI. b.) 

Diese Untersuchung zeigt, dass die Pilokarpinhyperglykamie 
von Atropin fast vollstindig gehemmt wird. 

Aus obenerwahnten zwei Experimenten steht fest, dass das 
Atropin die Eserin- resp. Pilokarpinhyperglykamie hemmt. 


VIII. Der Eryrtuss pes Insunins aur Prmoxarpmw- 
RESP. ESERINHYPERGLYKAMIE. 


Aus meinen vorerwaihnten Untersuchungen steht fest, dass 
Eserin und Pilokarpin eine deutliche Hyperglykimie erzeugen, 
welche von Atropin fast vollstindig verhindert wird. Darauf 
forschte ich nach dem Einflusse des Insulins auf die oben ge- 
nannte Hyperglykamie. 

Der Mechanismus des Insulins bei der Erniedrigung des 
Blutzuckers ist eine viel umstrittene Frage. Aber es ist festge- 
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stellt, dass das Insulin nicht nur die verschiedenen Hypergly- 
kdmien verhindert, sondern noch dazu eine Hypoglykamie 
erzeugt. Es verhindert nimlich nach Banting u. a. (1922) 
solche Hyperglykamieformen, die durch Asphyxie, CO-Vergif- 
tung, Adrenalin, Zuckerstich und Aether hervorgerufen werden, 
und nach den Untersuchungen in unserem Institute (Sakurai, 
Huruya, Inoue und Ishimoto 1925) auch die Aderlass- und 
Fesselungshyperglykamie. Magenta und Biasotti, (1924) 
berichteten, dass die Wirkung des Insulins vom Atropin ver- 
hindert wird, aber vom Pilokarpin und Eserin nicht. 

Ich habe den Einfluss des Insulins auf die vorerwéhnte 
Pilokarpin- resp. Eserinhyperglykémie studiert. 


A) Insulin allein (Kontrollversuch). 


Um den Zustand der Erniedrigung des Blutzuckers durch 
Insulin zu erkennen, injizierte ich 2 Einheiten Insulin’pro kg 
Tier und beobachtete den Blutzuckerspiegel. (Tabelle VII. a.) 


TABELLE VII. 
a) Insulinversuch (zur Kontrolle—2 Einheiten pro kg Tier). 


Kaninchen Blutzuckergehalt (%) 


Gewicht) _ | nach ‘: Datum 
Nr. kg vorher t St. 1 St. 2 St. 3 St. 4 St. |Kram. 1994 
1 evo 0.107 0.097 0.056 0.042 0.056 0.053 — 18/II 
2 2.45 0.109 0.062 0.052: | 0.032 0.032 0.040 — +5 


Mittelwert | 0.108 | 0.080 | 0.054 | 0-037 | 0.044 | 0.047 | — 


b) Eserin (pro kg 1 mg) urid Insulin (pro kg 2 Einheiten) gleichzeitig. 


J 


SPmlelo 0.093 | 0.065 | 0.050 | 0.048 | 0.050 | 0.048 | — 5/V 
4 | 4.50 0.085 | 0.055 | 0.047 | 0.040 | 0.064 | 0.058 | — 


a | ny es - aS | 


Mittelwert | 0.089 | 0.060 | 0.049 | 0.044 | 0.057 | 0.053 | — 
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ce) Pilokarpin (pro kg 10 mg) und Insulin (pro kg 2 Einheiten) gleichzeitig. 


5| 1.78 | 0.096 | 0.064 | ¢.031 | 0.0382 | 0.028 | 0.047 | + | 10/V 
6| 1.74 | 0.102 | 0.088 | 0.062 | 0.047; — = ie i 


Mittelwert | 0.099 | 0.076 | 0.047 | 0.040 — aS 


d) Pilokarpin (pro kg 2mg) und Insulin (pro kg 2 Einheiten) gleichzeitig. 


ie Reva! 0.090 | 0.072 | 0.054 | 0.048 | 0.038 | 0.0383 | + 5/V 
8| 1.62 0.085 | 0.087 | 0.072 | 0.061 | 0.052 | 0.041 te ob 


Mittelwert | 0.088 | 0.079 | 0.063 | 0.055 | 0.045 | 0.037 


Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, vermindert sich der Blut- 
zucker deutlich. Es wurde schon von vielen Autoren behauptet, 
dass die Wirkung des Insulins je nach der Individualitit der 
Kaninchen verschieden ist. Man kann also nicht schliessen, dass 
die Wirkung des Insulins auf den Blutzucker immer gleich ist. 
Aber nach meinen weitgehenden Untersuchungen ist der Blut- 
zuckerspiegel bei der Insulininjektion fast gleichférmig. So 
habe ich das Resultat dieser 2 Fille als Massstab genommen, 
um die Vergleichung der folgenden Untersuchungen leicht 
einzurichten. 


B) Eserin und Insulin gleichzeitig. 


Da aus meinen vorerwaihnten Versuchen festgestellt war, 
dass 1 mg Eserin pro kg Tier eine deutliche Hyperglykiimie 
-erzeugt, injizierte ich gleichzeitig 1 mg Eserin und 2 Einheiten 
Insulin pro kg Tier. (Tabelle VII, b.) 

Wie man aus der Tabelle ersieht, kommt keine Hypergly- 
kamie zustande, sondern eine Hypoglykimie. Es gibt keinen 
besonderen Unterschied gegeniiber dem Kontrollversuch. Also 
steht es fest, dass das Insulin die Eserinhyperglykimie voll- 
stindig hemmt und dass auch das Eserin die Wirkung des 
Insulins nicht verhindert. 
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C) Pilokarpin und Insulin gleichzeitig. 


Fs wurden je 10mg Pilokarpin und 2 Einheiten Insulin 
pro kg Tier injiziert. (Tabelle VII, c.) 

Die Resultate sind fast gleich wie beim Versuche b. Jedoch 
wurde diesmal eine starke Konvulsion konstatiert. Darauffolgend 
injizierte ich gleichzeitig 2mg Pilokarpin und 2 Hinheiten 
Insulin pro kg Tier, und beobachtete den Blutzuckerspiegel. 
(Tabelle VII, d.) 

In diesem Versuche sieht man auch eine Hypoglykamie, 
aber deren Verlauf scheint etwas verzégert zu werden. 

Aus diesen 2 Versuchen ist festgestellt, dass die Pilokarpin- 
hyperglykaimie von Insulin gehemmt wird und dass das Pilokar- 
pin die Wirkung des Insulins mehr oder weniger zu verzégern 
scheint. 


IX. Dim Wrrxune pes PrnokarpPins UND EsERINS 
AUF DEN BLuTrzuCKER VON KANINCHEN, DEREN 
BEIDERSEITIGE SPLANCHNICI 
DURCHSCHNITTEN SIND. 


Uber den Mechanismus der Pilokarpinhyperglykamie haben 
Bornstein und seine Mitarbeiter viel nachgeforscht. Sie 
berichteten, dass die Erhéhung des Blutzuckers ebenfalls beim 
epinephrektomierten Tiere zustande kommt und dass die Hyper- 
glykimie durch Sauerstoffinhalation nicht gehemmt wird. Aus » 
den verschiedenen Untersuchungen kamen sie zu ~folgendem 
Schluss: Die Pilokarpinhyperglykaémie ist ganz verschieden 
von Sympathikushyperglykaémie und weder von asphyktischer 
noch von azidotischer Natur. 

Die Hyperglykéimien werden je nach ihrem Entstehungs- 
mechanismus in zwei Gruppen eingeteilt: Hyperglykimien 
von zentraler;tund von peripherer Natur. Weil es nicht klar 
ist, ob die obenerwihnte Pilokarpin- resp. Eserinhyperglyki- 
mie von zentraler oder peripherer Natur ist, habe ich die folg- 
enden Untersuchungen ausgefiihrt. 


Parasympathikusgifte und Blutzucker. 


Nach Schultzes (1900) Methode werden die beiderseitigen 
Splanchnici durchgeschnitten, und nach mindestens 2 Wochen 


wurde das Tier zum eigentlichen Versuche gebraucht. 


mich zu versichern, ob die beiderseitige Splanchnikotomie gut 
gelungen ist oder nicht, wurde nach einigen Tagen an demselben 
Kaninchen die Wirkung des Diuretins auf den Blutzucker 


untersucht. 


Man injizierte 5mg Pilokarpin pro kg Tier, und beim 
Kontrollversuche 1g Diuretin pro kg Tier. 


A) Pilokarpinversuch. 


(Tabelle VIII.) 


TABELLE VIII. 


Pilokarpinversuch an splanchnikotomierten Kaninchen. 


Pilokarpin: 5 mg pro kg Tier. 


Diuretin (zur Kontrolle): 1g pro kg Tier. 


Kaninchen I II Mittelwert 
Operation 1924 25/V 25/V 
Pilokarpinversuch 10/VI 10/VI 
Gewicht g 1550 1570 
Blutzuckergehalt (%) 
yorher 0.105 0.113 0.109 
nach 3 St. 0.099 0.111 0.105 
tLe, 0.117 0.128 0.123 
» 12, 0.120 0.134 0.127 
” 2 ? 0.116 ae. pee, 
Sune ase 0.115 0.124 0.120 
ed tae he 0.116 0.126 0.121 
Diuretinversuch 15/VI 
vorher 0.110 " 19/VI gestorben 
nach 4 St. 0.094 Die. Operation schien 
Sate eee 0.108 gut gelungen zu. sein 
”? 2 ”? 0.130 
3 0.098 
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Wie man aus der Tabelle ersieht, erzeugt das Pilokarpin 
sowie. Diuretin am _ splanchnikotomierten' Kaninchen keine 
Hyperglykimie. Jedoch rufen sie am normalen Kaninchen 
eine deutliche Hyperglykamie hervor. (Tabelle IX.) 


TABELLE IX. 


Diuretinversuch an normalen Kaninchen (zur Kontrolle) 
Diuretin: 1g pro kg Tier. 


Kaninehen I II Ill Mittelwert 
Gewicht g. _ 1650 1650 2130 ; 
Datum 1924 16/VL || (Siva 31/VIII 


’ Blutzuckergehalt (%) 


vorher 0.120 0.102 0.107 0.110, 
nach } St. 0.140 0.168 0.170 0.159 
es ae 0.180 0.197 0.190 0.189 
ae 0.220 0.244 | 0.226 0.230 
Se hoes 0.270 0.350 0.298° | 0.806 


B)  Eserinversuch. 


‘Die Resultate werden in der folgenden Tabelle verzeichnet. 
(Tabelle X.) 


TABELLE X. 


Kserinversuch an splanchnikotomierten Kaninchen. 
Eserin: 1mg pro kg Tier. 
Diugetin: (zur Kontrolle): 1g pro kg Tier. 


Kaninchen I II ot Mittelwer 


; (1924) 
Operation 10/VIII 10/VIII 10/VIII 
Esetsuyersuch 26/VIII 26/VIII 26/VIII 
Gewicht g 1750 1730 1750 
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Bluizuckergehalt (%) 


‘vorher | 0.103 7: ee cn BL . 0.107 
nach } St. O100. |), Olio» ail. O28 0.116 
4 Bs 0.158 0.178 |* = + 0.148: 0.161 
ree Anes 0.175 0.204 + -: 0.140 0.173 
Los 0.140 0.150 0.116 0,153 
Diuretinversuch | 30/VIII | 30/VIII 30/VIII 
vorher “0.097 0.108 f 0.107 | 0.104 
“nach 3 St. 0.101 oe | ae 1S ae - 
Po deaat eae 0.115 0.112 0.115 0.114 
Sete te ere) 191 0.178 | 0.190 0.140 
a ee 7 0.12? 0.164 |- 0.118 0.134 


Wie man aus der Tabelle ersieht, erzeugt das Eserin an 
den splanchnikotomierten Kaninchen eine leichte Erhéhung des 
Blutzuckers. Beim Diuretinversuche konstatiert man keine, 
merkliche Hyperglykamie. Nr. I zeigt eine ziemlich deutliche 
Hyperglykamie sowohl beim Eserinversuche als auch Diuretin- 
versuche. Es ist wahrscheinlich, dass die Operation am Kanin- 
chen Nr. II nicht gut gelungen ist. 

Aus diesen Untersuchungen geht hervor, dass das Tlokeriiin 
und Eserin am splanchnikotomierten Kaninchen keine deutliche 
Hyperglykamie hervorrufen wie beim normalen Tier. So ist es 
sehr wahrscheinlich, dass die Hyperglykimie nicht durch die 
Reizung der Parasympathikusendigungen erzeugt wird, sondern 
sie ist zentraler Natur. 


X. ZUSAMMENFASSENDE. BETRACHTUNG. 


Nach meinen bisherigen Untersuchungen steht fest, dass 
Cholin, Eserin und Pilokarpin in grossen Dosen eine Hyper- 
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glykimie hervorrufen, in mittleren Dosen eine Neigung des 
Blutzuckers zum Sinken zeigen, und in kleinen Dosen keinen 
Einfluss auf den Blutzucker haben. 

Wahrend Bornstein und seine Mitarbeiter behaupten, 
dass durch die Reizung der parasympathischen Nerven eine 
Hyperglykimie zustande kommt, sind Dresel und sein Mitar- 
beiter ganz anderer Meinung. Nach meinen Untersuchungen 
ist es geklirt, dass bei der Verabfoleung des Eserins und des 
Pilokarpins eine auffallende Hyperglykimie zustande kommt. 
Obwohl diese Hyperglykimie durch Atropin verhindert wird, 
kann man doch nicht schliessen, dass sie durch die Reizung 
der Parasympathikusendigungen hervorgerufen wird, denn diese 
Gifte haben komplizierte physiologische Wirkungen, und beson- 
ders steht nach meinen Untersuchungen fest, dass die Pilokarpin- 
resp. Eserinhyperglykamie zentraler Natur ist. 

Dass in den Versuchen mit mittieren. Dosen der Blutzuck- 
ergehalt eine Neigung sich zu senken zeigt, kann nach der 
Meinung von Asher, Brugsch und Dresel als eine Hypo- 
glykamie erklirt werden, die durch die erhéhte Funktion der 
Pankreasinnersekretion hervorgerufen wird. ‘Sie halten dafir, 
dass die Pankreasinnersekretion von parasympathischen Nerven 
férdernd inneryiert wird. Nach ihrer Hypothese und meinen 
Untersuchungsresultaten ist es wahrscheinlich, dass die oben er- 
wihnten Parasympathikusgifte in mittleren Dosen die genannten 
Nerven und in grossen Dosen das Zuckerzentrum reizen. Also 
scheinen diese Gifte in grossen Dosen zentral und in mittleren 
Dosen peripher zu wirken. 

Dass Atropin die Pilokarpin- resp. Eserinhyperglykimie 
hemmt, kann fiir eine antagonistische Wirkting gehalten werden. 
Und die Wirkung des Insulins auf diese Hyperglykiimie ist 
leicht erklirhar. | 


MI. Scrnuss: 


Aus obigen Resultaten ist es sicher, dass Parasympathikus- 
gifte in kleinen Dosen Ilerabsetzung des Blutzuckers, in hohen 
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Dosen Hyperglykiimie hervorrufen, die von zentraler Natur ist. 
So ist es wahrscheinlich, dass diese Hyperglykamie nicht infolge 
einer eigentlichen Parasympathikus reizenden Wirkung der Gifte, 
sondern infolge deren Nebenwirkung hervorgerufen wird, und 
dass durch die Reizung der Parasympathikusendigungen eine 
Verminderung des ‘Blutzuckers zu stande kommt. Diese Er- 
scheinungen lassen darauf schliessen, dass die Pankreasinnersek- 
retion vielleicht durch Parasympathikus fordernd innverviert 
wird. ; ‘ihe eh ee 

Zum Schluss ist es mir eine angenehme Pflicht, Herrn. Prof. 
Dr. Kawakita und Herrn Prof.. Dr. Nagayama fir ihre 
weitgehende Hilfe bei dieser Arbeit meinen herzlichsten Dank 
sh ag aS 
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STUDIEN UBER DIE SENKUNGSGESCHWINDIGKEIT 
DER ROTEN BLUTKORPERCHEN UND DIE 
PLASMAEIWEISSVERSCHIEBUNG BEI TUSCHETIEREN. 


Von 


SHIGEJI TSUNEKAWA. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Instituts der Kenritsu-Hospitals 
zu Kobe. Vorstand: Prof. M. Takeda) 


(Eingegangen am 27. April 1926). 


I. | EINLEITUNG. 


Es ist schon -lange bekannt und von grossem Interesse 
nicht nur fiir den Theoretiker, sondern auch fiir den Praktiker, 
dass bei verschiedenen pathologischen Zustiinden physikalisch- 
chemische Verdnderungen in den Ké6rpersaften der lebenden 
Organismen, besonders in dem Stabilitaétsgrad der Plasmakolloide, 
stattfinden. 

Zum Mass des Stabilitiitsgrades der Plasmakolloide war 
neuerdings nach zahlreichen Untersuchungen von verschiedenen 
Forschern als die einfachste und die interessanteste Methode 
die Messung der Senkungsgeschwindigkeit der roten, Blutkérper- 
chen angegeben worden, die gegenwartig viel in der Praxis. 
gebraucht. wird. 

Eine brauchbare Messmethode der Sedimentierung fiir die 
Praxis verdanken wir als ersten Fahraeus. 

Fahraeus (1918) ‘baute seine Theorie tiber das Phainomen 
der Sedimentierung auf der Ladungstheorie von Héber (1904, 
1918) auf, der folgendes: behauptet: Die Blutkérperchen im 
Blut sind negativ geladen und stossen sich gegenseitig ab, und 
zwar um so stirker, je grésser ihre Ladung ist; bei der Senk- 
ung findet eine Entladung statt, wodurch dann Agglutination 
méglich ist. Fahraeus glaubt ferner, dass bei beschleunigter 
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Senkung die an der Oberflache der roten Blutkérperchen ad- 
sorbierten Eiweisskérper ftir die relative Entladung bestimmend 
sein miissen, eine Tatsache; die Linzenmeier (1920, 1921) 
auch experimentell bestatigt hat. Rothe (1924) stimmt auch 
dieser Theorie zu. 

Andere Autoren suchten aber die Senkungsbeschleunigung 
nach dem Stokes’schen Gesetz zu erkliren, indem Unterschied 
des spezifischen Gewichtes der Blutkérperchen und des Plasmas, 
oder auch, dass die Viskositit des Blutes die Hauptrolle spiele, 
wahrend wieder andere die Oberflachenspannung des Blutes in 
Innige Beziehung zur Senkungsgeschwindigkeit setzen. Star- 
linger behauptet, ausgehend von der Theorie von Herzfeld 
u. Klinger (1915, 1917) beztiglich der Suspensionsstabilitat 
und Agglutination, dass das niedrig disperse Fibrinogen das 
hydrophile Kolloid, z. B. Pelypeptide, in der Lésung an sich 
reisst, um stabil zu bleiben. Die so ihrer hydrophilen Kolloide 
beraubten roten Blutkérperchen werden daher im Blut immer 
labiler und klumpen sich zuammen, um dann Beschleunigung 
der Sedimentierung zu verursachen. 

Starlinger (1921) hat in einer Reihe von Versuchen fest- 
gestellt, dass niedriger Fibrinogengehalt, stets mit geringer 
Senkungsgeschwindigkeit parallel geht und vice versa. 

Seki (1923) hat auch bei Hunden und Kaninchen, deren 
Pankreas-Ausfithrungsginge nach der Methode von Wohlge- 
muth unterbunden worden waren, Vermehrung des Fibrinogen- 
gehaltes und zugleich Beschleunigung der Blutkérperchensenkung 
oeobachtet, und konstatierte ferner, dass die Beschleunigung der 
Senkungsgeschwindigkeit des Blutes im allgemeinen mit dem 
librinogengehalt des Blutes parallel geht. 

Nach Wéhlisch (1928, 1924) diirfte die Senkungsbeschleu- 
nigung so erklirt werden, dass das an der Oberfliiche der 
Erythrocyten adsorbierte Fibrinogen eine Umwandlung im Sinne 
emer Denaturation erfihrt, mit dadurch bedingter Verlagerung 
seines isoelektrischen Punktes nach dem Neutralen zu und da- 
durch Zusammenballen und Senkungsbeschleunigung. Es war 
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ferner Wédhlisch u. Bohnen (1924) gelungen, im Schwan- 
gerenblut elastische Faden sichtbar zu machen, durch welche 
himagglutinierte Erythrocyten miteinander zusammengehalten 
werden. Sie glauben, dass die Substanz dieser Faden wahr- 
scheinlich ein Gel des Fibrinogens ist. 

Dagegen ist v. Oettingen (1921) der Meinung, dass die 
Unterschiede der Senkungsbeschleunigung nicht durch Ver- 
mehrung oder Verminderung einer bestimmten Eiweisssubstanz 

edingt sind, sondern die physikalische Struktur der Eiweiss- 
kérper der Blutflissigkeit massgebend ist, da das Plasma von 
langsam sedimentierendem Nabelschnurblut und das des schnell 
sedimentierenden Gravidenblutes durch Priifung der LKoagu- 
herbarkeit gegen Wiirme sowie durch Fallung mit partieller 
Kochsalzsiittigung oder verdtinntem Alkohol scharf voneinander 
unterschieden werden kénnen. Neulich haben Groedel u. 
Hubert (1935) tiber die Senkungsgeschwindigkeit bei Menschen 
gearbeitet und glauben, dass die Verschiedenheit der Blut- 
kérperchensenkungsreaktion auf verschiedenem Zellverbrauch 
beruht. Je grésser der Zellabbau im Kérper, umso héher der 
Fibrinogengehalt des Blutes und um so rascher die Sedimen- 
tierung. 

Nach der oben angefiihrten Literatur scheint die Theorie 
von Héber, Fahraeus u. Linzenmeier die heryorragendste 
fiir die Erklarung der Senkungsbeschleunigung der roten Blut- 
kérperchen zu sein. Dabei spielt die quantitative Vermehrung 
des grobdispersen Globulins bzw. Fibrinogens die wichtigste 
Rolle. 

Uber pathologische Vermehrung der Globuline bzw. des 
Fibrinogens haben wir seit einiger Zeit viele. Publikationen, 
wie bei akuten und chronischen Infektionskrankheiten, Tnber- 
kulose, Neoplasmen, Lues, Schwangerschaft, parenteraler Ein- 
verleibung sowohl von Eiweisskérpern als auch Nicht-Fiweiss 
oder scinen Abbauprodukten, Hunger, sogar bei Intoxikationen 
und Verabreichung verschiedener Medikamente, doch haben 
wir wenig tiber den ursiichlichen Prozess der Vermehrung 
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solcher Eiweissfaktoren. 

Reymann (1924) hat bei ' Diphterie-Immunisierung an 
Pferden die Vermehrung des Globulin- bzw. Fibrinogengehaltes 
und Abnahme der Hamoglobin- und Erythrocytenzahl im Blut 
beobachtet und glaubt, dass der Zerfall der roten Blutkérperchen | 
mit der Plasmaeiweissverschiebung nahen Zusammenhang hat. - 
Experimentell konnte er ae nachher an Pyrrodinkaninchen 
davon tiberzeugen. 

Ohta (1924) beobachtete auch bei Hamatoporphyrinkanin- 
chen Zunahme des Fibrinogengehalts im Blutplasma. 

Der Zweck unserer folgenden Versuche ist, die Frage Ba. 
_ lésen, ob einfacher Reiz auf die hamatopoetischen Organe auch 
Verschiebung der Plasmaeiweisskérper im Blut hervorzurufen . 
imstande ist, und wenn wirklich, ob dann solche Verschiebung 
‘in Beziehung zu der Sedimentierungsbeschleunigung der roten 
Blutkérperchen steht. Dabei wurde chinesische Tusche als In- - 
jektionsmittel gebraucht; denn die Tusche wird, wie: aus den 
Versuchen von Aschoff u. Kiyono, J. Koch, Rosenthal, 
Standenath, u. a.” hervorgeht, nach der Injektion sofort im 
reticuloendothelialen System gespeichert. Die Tusche tibt zum 
Teil einen machtigen Reiz auf die hamatopoetigchen Organe 
aus, und wie Nagao (1922, 1923) genau beschrieben hat, ruft. 
sie auffallende Leucocytose, relative Lymphopenie und anfang- 
liche Vermehrung kernhaltiger Erythrocyten hervor. Bei sol- 
chem Falle tritt an den Leucocyten einé auffallende Verinderung 
zu ‘Tage, nicht nur in der Quantitat, sondern auch in der Qua- 
litét. Jugendliche Leucocyten mit pseudoeosinophilem Proto- 
plasma sind viele ZN. finden. . 


II. | VERSUCHSANORDNUNG. 


/ 


Als Versuchstiere dienten Kaninchen, aus deren Ohr mor- 
gens ntichtern Blut entnommen wurde und zwar durch einfaches 


1) Siehe Kiyono: Vitale Karminspeicherung, sowie BOrner-Patzert, 
Godel und Standenath: Das Reticuloendothel 1925. 
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Beklopfen oder Erwairmung des Ohres, unter Vermeidung chemi- 
scher Eingriffe. : 

Die Tiere miissen vor den Versuchen kontrolliert werden, 
ob sie nicht an Eiterung, Dermatitis -oder Pneumonie leiden, 
~ oder gravid sind. Solche Momente wirken sofort auf die Plasma- 
eiweissverschiebung und die Senkungsbeschleunigung, wie wir 
titsichlich oft beobachtet haben. 

Um die Konzentration der Tusche zu bestimmen, habe ich 
auf einmal eine grosse Menge mir bereitet und deren N-stoff- 
gehalt nach der Mikrokjeldahlmethode gemessen. N-gehalt 
unserer Tusche-NaCl-lésung betrug 0.0587 g/dl. Der Fibrinogen- 
gehalt des Plasmas wurde folgendermassen untersucht: das Blut, 
ca. 2,3-2,5 com, wurde von der Randvene des Ohres in’ das 
vorher mit ungefaéhr 0.06g Kal.-oxalat versehene - graduierte 
Spitzglas tropfen gelassen, und sofort zentrifugiert. 

An dem Plasma wurde nach Van Slyke u. Ohta (1924) 
der N-gehalt des ausgeschiedenen Fibrins mittels Mikrokjeldahl- 
methode bestimmt. 

Gesamtprotein, Albumin-Globulin-verhéltnis im Serum wa- 
ren mit im Eisschrank ausgeschiedenem nativen Serum bestimmt, 
und zwar nach Robertson mittels Pulfrichs Eintauch-Refrakto- 
meter; denn nach Arnd u. Hafner (1926) soll die refrak- 
tometrische Methode eine Genauigkeit .bis 0,3-0,5 9¢ liefern, 
was ja in praxi gentigt. 

Die Senkungsgeschwindigkeit war nach Westergren (1922) 
gemessen. Das Blut wurde aus der Randvene direkt in die 
Spritze bis zu Marke 0.8¢cm eingezogen, die 0.2ccm von 3.8 
% Nat. Citrat-losung enthielt und -die Héhe der Plasmasiule 
nach 4-5 Stunden sewte das Endresultat nach 24 Stunden 
abgelesen. | 

Hamoglobingehalt des Blutes wurde mittels Héamometer 
von Sahli, die Kernverschiebung der Leucocyten nach Héamo- 
gramm von Schilling (1924) untersucht. 
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C. Senkungsgeschwindigkeit. 


Nr. 11 1775 & Tusche 8 ccm 
Nr. 12 2000 & ,, © 6cem 
Nr. 13 2625 @ 4, %13¢ecm 
Nr. 14 278022 ~,, 8 cem 


a8 Plasmahéhe (mm) nach Stunden 
maze Kanin- 2 
fie ue 1 2 3 4 5 v4 
BL — 1.0 1.5 2.5 3.0 11.0 
Vor d. 12 1.0 1.2 2.0 3.0 4.0 5.0 26.0 
Injektion 13 —_— — 
14 0.0 1.0 2.0 4.0 | 5.5 7.5 30.0 
. 11 0.5 2.0 3.0 4.0 5.9 — 20.0 
ee is gh FN | 20 | eo a ede ype 0 
Tide) Cite Obs (0.8 hs: 9s Wiegoc| 50 Slane 
14 0.5 1.0 2.0 3.5 5.2 7.0 31.0 
RES tales eet Series 10n'| 42.0 680 20.0 
ie 12 a = ste 
ee a tee es 1.0 94.666 7 8.5 | 38.0 
14 — == a2; 4, 
11 2.5 5.0 15.5 30.0 37.0 42.0 84.0 
Nach 12 1.5 3.5 4.0 5.0 7.0 = 46.6 
1 Tage 13 0.8 18 | 5.0 8.0 12.0 20.0 57,0 
14 1.0 1.5 4.0 6.5 10.0 13.0 45. 
11 2.0 5.0 18.0. 40.0 50.0 52.6 60.0 
Nach 12 1.0 4.0 11.0 -| 18.0 26.0 32.0 83.0 
2 Tagen 13 = = = = = ae = 
14 0.5 2.5 6.6 11.0 15.0 19.0 43.0 
11 _— += — = = _ = 
Nach 12 -~ — —- _ — — — 
3 Tagen 13 0.8 1.5 3.5 5.0 7.0 9.5 57.0 
14: = a ae te Bs 
11 1.0 2.0 4.0 5.0 7.0 10.0 50.0 
Nach 12 — — — = as te 
4 Tagen’ 13 _ — — — a — — 
14 Be he = & ee at Ae 
Nach 12 0.5 1.0 2.5 4.0 6.0 8.0 35.0 
5 Tagen 13 0.8 1.5 4.0 5.5 7D ° 9.5 33.0 
14 0.5 yaks 4.0 6.5 9.0 13.0 51.0 
11 0.5 Ts 3.0 5.0 7.0 8.0 39.0 
Nach 12 — — =e — — — = 
7 Tagen 13 0.5 1.5 2.5 4.0 6.0 7.0 25.0 
14 0.5 1.0 1.5 3.0 4.5 6.0 27.9 
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Ill. VERSUCHSERGEBNISSE. 


A. Einfluss der Tusche-injektion auf den Fibrinogen- 
Alhumin- und Globulingehalt und auf die Senkungs- 
geschwindigket der Blutkérperchen. 


Zuerst wurde der Einfluss der Tuscheinjektion auf den 
Fibrinogen-, Albumin- und Globulingehalt, sowie auf die Sen- 
kungsgeschwindigkeit untersucht. Die Resultate sind in folgen- 
den Tabellen I, II und III angegeben. 

Wie aus den obigen Tabellen I (A) hervorgeht, nimmt der 
Fibrinogengehalt des Plasmas am 1. bis 2. Tage nach der Tu- 
schéinjektion zu, und vom 9.-13. Tage kehrt er wieder zum 
normalen Wert zuriick. 

Globulin (Tabelle I (B)) im Serum nimmt auch allmahlich 
zu. Das Albumin-Globulinverhaltnis nimmt nach 1-2 tigigem 
Latentstadium allma&hlich ab, Globulin : Gesamt-Protein eben- 
falls allmahlich vermehrt und auch nach dem 6. Tage zeigt 
sich noch massig hoher Wert. So nimmt das Globulin relativ 
~ und absolut allmaéhlich zu. 

Die Senkung der roten Blutkérperchen (Tabelle I (C)) ist 
nach der Tuscheinjektion bedeutend beschleunigt und kehrt in 
etwa 7 Tagen wieder zur fritheren Geschwindigkeit zuriick. 

Bei. Kaninchen Nr: 138 beschleunigte sich die Senkung 
schon 1 Stunde nach -der Injektion, wahrend das bei Nr. 11 
nach 1 Stunde nicht merkbar war, trotzdem nach dem 1. Tage 
bedeutende Beschleunigung wie bei den meisten anderen Tieren. 


B. Vergleichung zwischen Plasmaeiweissgehalt, Rlutkérperchen- 
Senkungsgeschwindigkeit und morphologischem Blutbefunnde. 


Ob die Verschiebung des Verhaltnisses der Plasmaeiweiss- 
kérper wirklich mit der Beschleunigung der Senkungsgeschwin- 
digkeit in Zusammenhang steht, und wie sich die Plasma- 
eiweissverschiebung zu den morphologischen Verainderungen ver- 
halt, kénnen wir aus obigen Tabellen nicht bestimmen. Dazu 
haben wir folgende Parallel-Versuche ausgefiihrt. 
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Kaninchen Nr. 23 2800 @ 9 3 he ae phe ere 


5. XI. | 9. XI. | 10. XI.) 11. XI. | 13. XT. | 16. XI. | 19. XT. 


Hamo- 
globin = = = a = = = 
n. Sahli 
are 0.0526 | 0.0815 | 0.1138] — | 0.0925 | 0.0872 | 0.1042 
haere 6.66. | 6.79 | 6.38 | 688 |-685 | 611 | 794 
Alb:Glob 81:19. | 22:78 | 74:26 | 44:56 | 52:48 | 71:29 
Globulin 
in 100 18 65 25 48 44 29 
Eiw. 
eee) ae 05! | O5°55 Ae sh ato oe ta oe 
ggg 1 {e510 S20 eae 1.02) 10.) 59S 
FS 2 40 | 35 | 40* | 5.0* | 15 | 40* | 4.5% 
eae |S 8 70° biG 1 7B le 25° | Bw) || Sree ede 
Eire 4 85. | 85 95 | 150) 60+) 100.1 ae 
24 5 1.0 | 11.0 | 140°) 19.0 | 80+] 120 7 116 
As) og 35.0 | 40.0 | 55.0 | 87.0 | 70.0 | 43.0 | 43.0 
B 0 2 1 
. E 1 
M 
3 J 10 5 ig aed 
S St 6 46 17 13 14%; 7 
F g 41 19 34 28 45 54 
rt VF 46 18 35 50 34 29 


Gr.M 6 7 ea ae 6 10 
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Kaninchen Nr. 24 2650 @ am 7. XII. nachmittags 13 ccm Tusche injiziert. 


SO. Xi BAIL. | Fo KS. B.S 9s XT, AT. eS KIT 162 X16 1. 


| | 


—_—_———_—$— | | | 


ew | S| | 


0.0693 | 0.0812 | 0.0958 | 0.0811 | 0.1220° | 0.1280 | 0.1057 | 0.0947 | 0.0763 


6.60 6.40 6.27 6.12 6.38 | 5.68 6.36 6.14 6.62 
82:18 | 74:26 | 82:18 | 80:20 74:26 63:37 | 74:26 | 71:29 | 78:22 


ee Oe ee ee ee eee 


2 
1 1 4 2 1 
5 : 
i 6 10 8 8 
31 19 37 66 35 33 57 
60 70 42 11 24 19 20 
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Dat. 


- Kiwei8 


Senkung d. roten 
Blutkorperchen 
n. Stunden (mm) 


Leukocyten % 


S. Tsunekawa : 


Hamoglobin 


ne Sahli 


Fibrin-N 


g/dl 
Ges. Eiwei8 
0 

0 1 


Alb: Glob. 
Globulin 


in 100 Eiw. 


1/2 


Kaninchen Nr. 25 2550 & 


am7. XII. nachmittags 
12 cemTusche injiziert 


30. 123. te 8. 
Xie PRE RL ee 
Ve nde Weyer Ve n. 1 
Tagen | Tagen |d. Inj. | Tage 

— = 83 | 71 
0.0426 | 0.0587 | 0.0699 | 0.1157 
6.98 | 6.85 | 6.68. | 6.18 
73:27 | 79:21 | 71:29 | 73:27 
fram Wants i Pepe Ale 
Sy ii es 0.5 | 1.0 
£.0.)2. 5 1.0°| 15 
BO | fas 25 | 1.0" 
te anes 5.0 | 20.0 
50°} ho TB OBO 
C5ot. 9.0 | 30.0 
30.0 | — | 38.0 | 100.0 

1 

3 

1 

1 2 5 
68 56 59 
21 30 18 
10 11 14 


9. 11. 14. 
D-G  el |ap- 20 E229 UE 
M53) | ee Aptis 
Tagen| Tagen 

59 63 68 
0.1132 | 0.1235 | 0.0864 
6.49 | 6.70 | 6.12 
60:40) .75:25 | 72:28 

40 24 28 

1.0 1.0 0.5 

7.0*} 165 1.0 

18.0 2.5 1.5 
30.0 6.0 2.5 
37.0 | 10.0 3.5 
43.0 | 40.90 4.5 
110.0 | 130.0 | 29.0 

1 1 
1 
1 

14 17 11 

38 40 36 

32 26 36 

15 14 17 


16. 
XiIi. 


n. 9 


Tagen | Tagen 


60 


0.0865 

6.09 
77:23 
a1 


0.5 
1.5 
2.5 
4.5 
6.5 
7.5 
30.0 
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. . am 11 II. nachmittags 
aniochen Nr 26 2600 6 15ccm Tusche injiziert 


19. Il. 


xr. | % Dell abo Lel Moset le Lose lie lyamdls 


ve 2 Ve os We PAS || Bers Il soeitay i paele) Alm are (8 ll Ga eal 
Tagen | Tagen |d. Inj.| Tage | Tagen | Tagen | Tagen | Tagen | Tagen | Tagen 


21. II.} 28. I. 


62 = 82 82 80 74 61 | 56 61 62 
0.0657 — | 0.0941 | 0.0732 | 0.1062 | 0.1039 | 0.1030) 0.0966} — == 
6.47 = 7.55 | 8.15 7.46 7.80. | 7.20 7.20 == _— 
82:18 — | 67:33 | 68:32 | 64:36 | 72:28 | 75:25 | 74:26) — — 
16 = 32 30 33 26 23 23 = == 


9.0 8.0 8.0 30.0 | 73.0 40.0 22.0 18.0 6.0 5.0 
44.0 70.0 60.0 60.0 {112.0 | 108.0 | 126.0 | 125.0 98.0 35.0 


a 1 2 1 i 1 
1 1 1 2 
2 3 2 1 
4 2 Gal ib -tty 17 | 16. |--8 g 1) 10 
3 Ge Pao" Poel | Me | ae) ere as 
45 a9 -/ 45] 18. | 19-45 148 | be TY Bl 
15 4 7 P18. fs la a7 | 20" 036 
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Wie aus Tabelle II ersichtlich ist, zeigt das Tier individuell 
leichte Schwankungen in der Reaktion gegen Tuscheinjektion. 
Ziemlich konstant merkt man das am 1. od. 2. Tag nach der 
Tuscheinjektion, wo der Kaninchenorganismus mit deutlicher 
Fibrinogenvermehrung im Plasma reagiert, die im Ablauf von 
7-10 Tagen wieder zu fritheren Werten zuriickkehrt. Gesamt- 
Proteingehalt im Serum nimmt voriibergehend ab, dann aber 
allmahlich mit leichten Schwankungen wieder zu. Solcher 
Befund am Gesamtprotein zeigt Ubereinstimmung mit dem von 
Berger (1922) bei Proteintieren festgestellten. 

Der Albumin-Globulin-Quotient nimmt anfainglich bedeu- 
tend ab, dann langsamer und kehrt erst allmahlich mit dem 
Fibrinogengehalt wieder zu Norm zuriick. Globplin : Gesamt- 
protein ist auch vermehrt,’ sodass das Globulin sowohl relativ 
als auch absolut vemehrt ist. : 

Aber die Globulinvermehrung geht nicht immer mit der 
Fibrinogenvermehrung Hand in Hand, und es gibt Falle mit 
Fibrinogenvermehrung ohne bedeutende Zunahme des Globulins 
und umgekehrt. Dieses Verhidltnis hat auch Adler (1924) 
klinisch bei Leberkranken nach Milchdarreichung beobachtet. 
Im allgemeinen folgt Globulinvermehrung der Fibrinogenver- 
mehrung oft verspatet. 

Die Senkungsgeschwindigkeit der roten Blutzellen nimmt 
nach der Tuscheinjektion bedeutend zu, und bei deutlicher 
Beschleunigung merkt man, dass die Grenze zwischen Plasma- 
siule und Blutkérperchensiule unscharf wird. Die Sedimen- 
tierungsbeschleunigung geht vielmehr mit der Fibrinogenver- 
mehrung und weniger mit der Globulinvermehrung parallel. 
Aber es gibt Ausnahmefille, in denen die Senkungsbeschleunig- 
ung deutlich ist bei normalem Fibrinogenwert. Bei der Senk- 
ungsbeschleunigung scheint die Plasmaeiweissverschiebung nach 
der grobdispersen Phase immerhin eine wichtige Rolle zu spielen. 
Was die Senkung der roten Blutkérperchen und das Blutbild 
betrifft, so hat Volk (1924) klinisch bei verschiedenen Krank- 
heiten, besonders bei den mit Zellzerfall einhergehenden Zu- 
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stinden Untersuchungen angestellt, und sagt, dass Senkungsbe- 
schleunigung und Kernverschiebung parallel gehen bei akuten 
eitrigen Entziindungen, malignen Geschwilsten mit ulzerédsem 
Zerfall, und besonders allgemein bei Tuberkulose. Bei unseren 
Tuschetieren konstatierte man kurz nach der Injektion. oft rela- 
tive Leukocytose und Lymphopenie, sodass die Prozentzah] sich 
umgekehrt verhalt wie vor der Injektion. 

Die Leukocytose geht mit der Baines hweniokee und 
Plasmaeiweissverschiebung wieder zur Norm zuriick. Kurz nach 
der Injektion findet man miassig kernhaltige Blutzellen mit 
leichter Anisocytose, die bald wieder verschwinden. Man findet 
am 1. oder 2. Tag nach der Tuscheinjektion reichlich stabker- 
nige Leukocyten und jugendliche mit Pseudoeosinophilie. 

Die Kernbefunde also verschieber sich ziemlich: stark nach 
links. Diese Befunde stimmen mit denen von Nagao (1922, 
1923) vollkommen iiberein. Solche qualitative Verinderungen 
des Blutbildes gehen immer mit Plasmaeiweissverschiebung baw. ° 
Senkungsbeschleunigung parallel und man muss annehmen, 
dass die Tiere gegen den Reiz auf die ha&matopoetischen 
Organe mit Kernverschiebung und Plasmaeiweissverschiebung 
reagieren. Die Kernverschiebung wurde auch von Arneth 
genau erforscht, bei Injektion verschiedenster Substanzen. 


IV.. Emrruss DER BLUTENTNAHME. 


Seit einiger Zeit wird viel geforscht tiber den Einfluss der 
Blutentnahme, besonders auf die Zusammensetzung des Blutes 
im Organismus. Schon Carnot u. Deflandre Férster (1924) 
und Leffkowitz (1925) haben erwiesen, dass das Serum ana- 
misierter Tiere an sich blutregenerierende Eigenschaften besitzt. 

Diese Substanzen werden Himopoetin genannt. Um zu 
entscheiden, ob bei unseren Tuschetieren auch bei Gegenwart 
solcher Substanzen die oben angefiihrten Verinderungen auf- 
treten, habe ich bei Kontroll-Kaninchen jeden 2. Tag 6-7 ccm 
Blut entnommen und damit die gleichen Versuche wie bei 
Tuschetieren vorgenommen. 


aoe S. Tsunekawa : 
TABELLE III. 
Kaninchen Nr. 29 2600 & 
Datum Se as | eS Ni] aS Tee | | ae | 
25. is |. IL.) 300 Lets| b ddl. Geile | Sch Oy ate 
Hamo- 
globin 85 80 71 70 66 63 70 
n. Sahli 
Fibrin-N. s 5 ~ 
jal. — | 0.0761 | 0.883 | 0.0712] 0.0971 = 
Ces, BE | 6.08 | 6.55 | 625 | 628 | 627 | 649 | 6.82 
Eiwei8 sa 
Alb:Glob.| 79:21 68:32 | 7a:20°| 76:24 | 87:13 | 80220 | 82-18 
Globulin 
in 100 20 31 22 23 13 20 19 
Eiw. 

i 1/2 0.5 0.5 0.5 0.5 0.8 0.5 0.5 
8g 1 1.5 1.5 1.0 1.5 2.0 15 1.0 
BS a 2 2.5 4.0 3.0 3.0 4.0 4.0 2.0 

s 5. 
e ae 3 4.5 6.0 5.5 4.0 7.0 6.0 4.0 
ebye 4 7.0 8.0 8.5 5.0 9.0 9.0 6.0 
Be 
§ a Si 5 8.0 | 10.0 | 10.0 G.0'sb LOG bE 8.0 
A 24 50.6 | 389.0 | 50.0 | 27.0 | 45.0 | 45.0 | 82.0 
B 1 
E 1 1 1 1 
XS M 
fo} 
& J 
oy 
5 St 3 4 2 5 1 4 5 
8 Si 38 57 40 85 42 53 49 
L 57 85 2 53 49 35 37 
Gr. M 2 3 5 Z 7 6 9 
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,Kaninchen Nr. 30 3000 & 


b 2 ET 25st te LT iso LIT. GT e a GookLT |) SIL. 10; TI. Les Tt 


— — 0.0959 | 0.0617 | 0.0519 — 0.0574 | 0.0959 = 


6.68 6.38 6.18 6.08 6.12 5.79 6.01 6.18 6.03 


81219 | 89:11 | 77:22 | 75325 78:22 81:19 | 81:19 | 83:17 | 82:18 


19 11 23 24 22 19 20 18 19 
0.5 0.5 0.8 0.5 0.8 1.0 0.5 0.5 s 
1.5 1.5 2.0 1.0 2.0 2.0 1.5 1.0 0 
3.5 3.0 4.0 3.0 3.5 4.0 4.0 2.0 By) 
9.0 5.0 6.5 5.0 5.5 6.0 6.0 3.0 7.0 
12.0 7.0 9.0 6.5 8.0 8.0 9.0 4.0 & 
15.0 9.0 12.0 9.0 10.0 9.5 12.0 5.0 


1 1 2 iL 1 il 
4 iil 3 3 3 3 5 1 
40 33 30 45 23 352 13 24. 10 
49 56 50 46 60 56 7 68 74 
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Eee nnn 


Kanuchen Ne 82 3000 2 


| | | |] | | | 


a — |0.0811 | 0.0537|0.0520| — |0.0564| 0.0463 | 0.0455 
(Fee ereib) 7.42 | 6.12 | 5.68) 5.83] 5.92] 6.01] 5.58| 5.49 
Eiwei8 0 
Alb:Glob. | 81:19] 75:26 | 80:20] 80:20] 77:23] 81:19] 84:16] 85:15 


Globulin in 18 26 20 20 22 20 16 15 


100 Eiw. 
aa i 0.5.|>.0.5:| 0.5.) O56 -0.51.. 0517 O68 i oats 
nae : : ; 
25 Ei 1 1.64 22545 10) e2LOue ERO tO oben see 
aie F 2 $5) 30). 30.\2 304. 20-1. S20) seh 1i 15 
Loi) 
co EE 3 8.5.1 6.0.1 ~ 50) 4.5 1° "4.0 b 4.01 ao ea 
Peta 4 5.0}..9.0}. 80| 65) 701s 7.0) 60} 5&5 
gus 5 6.5 | ' 18.05} .10.0.] --9.01°:801 9.0 |~ 7.01. 6h 
: 24 30.0 | 68.0 | 70.0 | 35.0} 37.0] 60.0} 24.0] 31.0 
B 
E 1 
x M 
q 
2 J 
a) 
oO 
g St 7 5 4 1-75 5 4 3 $ 
8 Ss 37 41 13 28 27 21 31 24 
L 45 ZT) 73 59 59 60 58 66 
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Wie aus der Tabelle (III) hervorgeht, vermindert sich der 
Hiamoglobingehalt des Blutes mit der Entblutung missig, dage- 
gen zeigen sich am Fibrinogengehalt, Gesamtprotein im Serum 
und Albumin-Globulin Quotienten kaum Schwankungen, eben- 
sowenig auch in der Senkungsgeschwindigkeit. | Besonders 
beobachtet man bei diesen Fallen nicht, wie bei den Tusche- 
kaninchen, eine unscharfe Zone zwischen der Plasmasiiule und 
der Blutkérperchensiule. 

Auch im Blutbild fehlt die Leukocytose oder Kernverschieb- 
ung fast ganz. Aus diesen Kontrollversuchen ergibt sich, dass 
Blutentnahme leichten Grades bei unseren Tuscheversuchen und 
den daraus gezogenen Schliissen unberiicksichtigt bleiben kann. 


C. Exxrruss von ELEKTRARGOL UND GELATINELOSUNG. 


Bekanntlich werden Elektrargol und Gelatinelésung als 
typische Kolloidal-Lésungen sowohl therapeutisch wie auch 
experimentell gebraucht. 

Unsere Tuschelésung enthalt, wenn auch wenig, Eiweisskér- 
per. Unsere folgenden Versuche wurden ausgefiihrt, um die 
Frage zu entscheiden, ob die Eiweisskérper in der Tuschelésung 
die oben erwéihnten Verinderungen im Organismus auslésen 
k6nnen. 

Wir haben zuerst den N-gehalt in der Tuschelésung, 
Elektrargol und Gelatinelésung nach der Mikrokjeldahlmethode 


bestimmt. 
TABELLE IV. 


Unsere Injektionsmittel nach Mikrokjeldahl-Bestimmung 


N-Gehalt g/dl. 
Tuschelésung 10° Gelatinelésung Elektrargol 
0.0587 0.7984 0.0428 


Dann habe ich iquivalente N-stoff-Mengen der einzelnen 
Injektionsmittel den Versuchskaninchen injiziert. 
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TABELLE VY. ; 


Hoots Am 16. III. nachmittags 
Kaninchen Nr. 35 3000 © 99 com Elektrargol injiizert 


Dat. 16, III.|17. I1I.|18. I11.|19. III. /20. I1I.|21. III.|22. I1I.|23. II. 
Wel le Te ne De De Tis Te n. 
Inj. |1Tag.|2Tag.|3 Tag.| 4 Tag.|5 Tag. | 6 Tag. |7 Tag. 
Hamo- 
globin 83 76 — 72 — 
n. Sahli 
Fibrin-N 
eal 021212) 0.1080)" ==] 04110) . — 
Ges. Eiwei 
6.03 | 6.62 sen SGSG4E Fei 
Eiweil % 
Alb:Glob. | 82:18] 79:21} — | 83:17] — 
Globulin 
in100 Biw.| 29 | 2245 =] of — 
ee 1/2 10 | 0:5 Oba AOe ew 0.0 
Oo 
B fic 1 3:0 | 100% leo eS. 4 0 
ae es 2 6.0 1.5 2.5 2.5 5.0 
oo 
op & 3 10:0" S20 SE Se erO 
A ard 3 
aE E 4 15.0 | 4.0 | 65 |) 4.5") 6.0 
é = D 5 20,0) 55 18.00 1 0.0 st 1es0 
a 24 80.0 | 27.0 | 39.0 | 30.0 |.70.0 
B 2 ile 
E 1 3 
x M- 
§ J 1 1 
5 
$: St 8 11 8 4 7 
5 * Ss 52 22 25 33 30° 
it 31 56 57 46 47 
Gr.M 8 10 8 12 15 
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: Am 16. III. nachmittags 
Raniiehen Nee ah 2000. S19 % Gelatine 2. ccm+NaCl-Los. 12 com 


a vy. d. Dn. n. n. n. 
8 Tag. | Inj. |1 Tag. |2 Tag. |:3 Tag. | 4 Tag. 


Se en .  EeE—E—EEE—EEE—EeE 


| — | Se 


—_ 83 82 = 84 = 82 mer 
=a) Oltte) Cle? Lt 21 0.1890) 0.1222): — 
— | 6.62 | 6.88 — | 6.64 — 6.41 wes 
— | 79:21 | 81:19 —- | 74:26 — 1 80:30" 
_ 21 19 — 25 _ 21 = 
Aceh SE - Bot e M Bes P E Seg 

2.0 0.5 0.5 0.5 1.0 1.0 0.5 0.5 
3 5 1.0 1.0 1.0 2.0 2.5 1.0 1.0 
7.0 3.0 2.0 2.0 4.0 4.0 2.5 2.5 
9.0 4.0 3.0 4.0 6.0 6.5 4.0 4.0 
11.0 5.0 4.0 5.5 9.5 9.9 5.5 5.5 
15.0 6.0 5.0 7.0 +120 } 11.0 7.0 8.0 
60.0 | 33.0 | $1.0 | 81.0 | 75.0—f 480 35.0 | 35.0 

5 6 1 

24 31 26 26 

58 47 53 61 

17 i7 15 12 
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In der obigen Tabelle (V) bemerkt man bei den Gelatine- 
tieren eine kleine Vermehrung des Fibrinogens und Globulin- 
gehalts, aber nicht deutlich bei Elektrargoltieren. Die Senkungs- 
geschwindigkeit der roten Blutzellen nach den Injektionen ist . 
etwas beschleunigt, aber die Reaktion tritt bei den Tieren etwas 
verspitet und viel unregelmissiger auf wie bei den Tusche- 
tieren. Es scheint also, dass bei den Tuschetieren nicht der 
darin enthaltene Eiweisskérper selbst, sondern ein gewisser Reiz 
der Tuschesuspension die verschiedenen Veranderungen des 
Blutes bewirkt. 

VI. BErracHTUNGEN. 


Wie aus den obigen Versuchen hervorgeht, ruft die Tu- 
scheinjektion der Versuchstiere an der Stabilitét der Plasmakol- 
loide eine deutliche Veranderung hervor und die Senkungsge- 
schwindigkeit der roten Blutkérperchen wird bedeutend be- 
schleunigt. Im Plasma kommt eine Eiweissverschiebung zu Tage 
und die grobdispersen Globulin bzw. Fibrinogen nehmen zu, 
wahrend das feindisperse Albumin relativ vermindert ist. Dann 
ist weiter auch Kernverschiebung der Leukocyten nach links 
deutlich zu konstatieren. Moll u. Joachim glauben Albumin 
in vitro in Globulin wtberfithren zu kénnen, was Hurwitz 
u. Meyer nachher experimentell bestitigt haben. Doerr 
u. Berger (1922) behaupten nach ihren Versuchen mit 
Proteininjektion, dass die Verschiebung der Serumproteine aus- 
schliesslich als zellulares Phanomen betrachtet werden muss. 
Wenn auch die Frage offen bleibt, ob, wie Krogh (1924) nach 
seinen Versuchen behauptet, die Blutkapillaren durch Tuschein- 
jektionen funktionell besonders in ihrer Plasmadurchlassigkeit 
beeinflusst werden und dadurch die Verschiebung der Plasmaei- 
weisskérper zustande kommt, so ist es uns gelungen, durch Injek- 
tion ziemlich indifferenter Tuschelésnng Verschiebungen der 
Plasmaeiweisskérper hervorzurufen. Wir dirfen danach anneh- 
men, dass die Tusche als Reiz auf die hamatopoetischen Organe — 
einwirkte und eine Verainderung sowohl der Zusammensetzung 
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der Plasmaeiwisskérper als auch des Blutbildes eintrat. Die 
Senkungsbeschleunigung muss als Folge der Verschiebung der 
Plasmaeiweisskérper betrachtet werden. 


VII. ZusAMMENFASSUNG. 


1. Der Fibrinogengehalt des Plasmas vermehrt sich pl6tz- 
lich nach Tuscheinjektion und geht in 7-10 Tagen wieder zur 
Norm zuriick. 

2. Albumin : Globulin Quotient nimmt auch ab und 
kommt in 7-10 Tagen zur Norm wieder zuriick. 

Globulin nimmt sowohl relativ als auch absolut zu, aber - 
die Zunahme des Globulins geht nicht immer mit der des Fib- 
rinogens parallel. Fibrinogengehalt kann vermehrt sein, ohne 
Golaerie Globulinzunahme und umgekehrt. 

3. Die Senkungsgeschwindigkeit der Blutkérperchen at 
bedeutend beschleunigt nach der Tuscheinjektion, und zwar geht 
die Beschleunigung mit der Verschiebung des Plasmaeiweisses 
nach der grobdispersen Seite besonders mit der Fibrinogenver- 
mehrung parallel. 

4. Morphologisch ruft die Tuscheinjektion eine Leukocytose 
und deutliche Kernverschiebung nach links hervor, die meist mit 
der Verschiebung der Plasmaeiweisskérper Hand in Hand geht. 

5. Nach obigen Befunden muss der Reiz auf die hima- 
wpoetischen Organe, soweit die Organe reaktionsfahig sind, 
als Grund fiir die Plasmaeiweissverschiebung und die Senkungs- 
beschleunigung der roten Blutkérperchen angesehen werden. 

Der Verfasser hat die angenehme Pflicht, Herrn Prof. 
Takeda fiir seine stetige Anregung und Hilfe, Herrn Prof. 
Kakiuchi (Universitaét zu Tokyo) fiir seine freundliche Ratsch- 
lage und Durchsicht der Arbeit, und den Herren Professoren 
Shimazono und Takenouchi (Universitat zu Tokio) fiir ihre 
freundlichen Ratschlige herzlich zu danken. 
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UBER DIE GLYZEROPHOSPHATASE. © 
Von 


HIDEO KOBAYASHI. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der ‘Medizinischen Akademie zu Chiba. 
Direktor : Prof. Dr. 8. Akamatsu.) 


(Eingegangen am 10. Mai 1926.) 


Es ist allgemein anerkannt, dass das Ferment sich bei 
seiner Wirkung mit dem Substrate intermediir verbindet und 
diese Ferment-Substratbindung weiter. in die Spaltprodukte 
und Ferment zerfallt. Die Abhangigkeit der enzymatischen 
Geschwindigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration des 
Mediums wird nun auf ihre Beeinfiussung der elektrochemischen _ 
Natur der intermedidren Ferment-Substratbindung zuriickgefiihrt 
und zwar bei Rohrzuckerinversion ist die elektrochemische Natur 
der Invertase-Rohrzucker-Verbindung von derselben der Invertase 
bestimmt (Michaelis, 1911, 1914, 1920), dagegen hingt bei 
Proteolyse die elektrochemische Natur der Ferment-Substrat- 
bindung von der des Eiweisses ab (Northrop, 1919, 1920, 
1923). Es ist-merkwiirdig, dass es sich dort um Zucker, ein 
Nicht-elektrolyt, als Substrat handelt, und hier um Eiweiss, das 
bekanntlich ampholytisch dissoziiert. 

Wenn es ein Substrat gibt, das eine einfache molekular- 
disperslésliche Verbindung ist und gleichzeitig zu den Elektro- 
lyten gehért, so ist es wertvoll, das Verhalten des fermentativen 
Abbaues des betreffenden Substrats gegen die Aziditit mit dem 
Dissoziationsverhiltnis des Substrats zu vergleichen. Unter 
diesem Gesichtspunkt habe ich Glyzerophosphatase zum Ex- 
periment verwendet. 

Das Substrat ist Natr. Glyzerophosphat, das durch Um- 
kristallisation des Kahlbaum- oder Merckschen Priaparats gereinigt 
wurde und analytisch 5 Molekiile Kristallwasser enthilt. Als 
Glyzerophosphatase wurde Takadiastase (Akamatsu, 1923) 
angewandt. 
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Glyzeruphosphorséure ist eine zweibasische Saéure, und ihre 
-zweite Dissoziationsstufe kann als schwache Sdure béhandelt 
werden. Um die Dissoziationsrestkurve dieser Sdure zu _be- 
kommen, wurde M/10 Lésung dieses Natriumsalzes dargestellt 
_und 10 ccm davon wurden mit variierender Menge der N/10 
Salzsiure versetzt und mit destilliertem Wasser auf 20 ccm 
gebracht. Der Ph wurde dabei nach Michaelis elektrometrisch 
ermittelt. Die Ergebnisse sind wie folgt. 


TABELLE La. 


M/10 Natr. Glyzero- 


BROEDEAY N/10 HCl | H,O Ph 
10 ccm 0 ccm 10 ecm 8.56 
., 0.25 9.75 7.98 
ss, 0.50 9.50 7.53 
fe a O46 9.25 7.21 
4 1.00 9.00 6.97 
& 1.50 8.50 6.85 
Q 2.00 8.00 6.65 
vo 2.50 7.5015 > ot 6.62 
x 3.00 7.00 6.44 
5: 4.00 6.00 6.37 
a 4.50 5.50 6.21 
- 4.75 5.25 a8 
‘a 5.00 . 5.00 6.11 
re 5.25 4.75 6.08 
os 5.50 4.50 - 6.02 
5 6.00 4.00 5.84 
3 8.00 2.00 . 5.45 
“ 8.50 1.50 5.24 
3) 9.00 1.00 4.92 
” 9.50 0.50 3.88 
s 9.75 0.25 3.13 
= 10. 0 2.88 


— 
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Da das sekundire Salz der Glyzerophosphorsiure total disso- 
ziert und die zugesetzte Salzsiiure mit diesem basischen Salz sich 
verbindet und saures Mono-natriumsalz bildet, kann man das 
Verhiltnis der zugesetzten Salzsiuremenge zu 10 ccm Glyzero- 
phosphatlésung anniherungsweise als Dissoziationsrest anneh- 
men. In Fig. 1 ist dieser Dissoziationsrestgrad als Ordinate 
und Ph als Abszisse genommen und die beobachteten Zahlen 
sind mit Punkt bezeichnet. 


Wenn 10 ccm von M/10 Natr. Glyzerophosphat mit 5 ccm 
yon N/5 HCl und weiter mit steigender Menge von N/10 HCl 
versetzt werden, wie friiher, so nimmt die Aziditét noch all- 
miahlich zu wie folgt : 
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TABELLE Ib. 


M/10 a i gai H/5 HCl | N/10 HCl H,0 Ph 

10.ecm 5 com com. 5 ecm 2.83 

3 Fs 0.50 4.50 2.44. 

% ” 1.00 4.00 2.38 

: 1.50 3.50 2.17 

- 2.00 3.00 2.07 

ie 4 3.00 2.00 2.04 

4.00 1.00 1.85 


Diese Ergebnisse sind auch in Fig. 1 angedeutet, aber da es. 
sich hier um erststufige Dissoziation der Saure handelt und diese 
Dissoziation als die einer starken Saure betrachtet werden muss, 
gehe ich hier nicht darauf ein. 

Bei der Dissoziationskurve oder Dissoziationsrestkurve gibt 
der Fusspunkt der Ordinatenhéhe 34 auf der Abszisse bekannt- 
licherweise Pk, nimlich negativ genommenen - Logarithmus der 
Dissoziationskonskonstante K an. Nehme ich darum Ph 6,11 bei 
3 Dissoziationsgrad, und hier gleich Dissoziationsrestgrad, als 
Pk der zweitstufigen Dissoziation der Glyzerophosphorsaure und 
rechne ich also mit dieser Dissoziationskonstante K=7.76.10~7 
den Dissoziationsrestgrad nach der Gleichung 


h 
K+h 
h=Wasserstoffionenkonzentration 
K= Dissoziationskonstante 


ree 


so bekomme ich eine Dissoziationsrestkurve, die in Fig. 1 als 
gestrichelte Kurve gezeichnet ist. Man sieht, dass sich diese 
Kurve mit den experimentell gewonnenen Punkten ziemlich 
gut deckt. 

Nichst habe ich den Einfluss der Aziditit auf die Glyzero- 
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phosphatasenwirkung untersucht. 50 cem 2.% Glyzerophosphat- 
lésung wurden mit 20 ccm }N. Essigsiure-acetat-puffer und 
6 ccm destilliertem Wasser gemischt und in Wasserbad von . 
37°C gestellt. Dann fiigte ich vorerwirmte 25cm 2% iger 
Fermentlésung hinzu. Die endliche Konzentration des Sub- 
strats war 1% und die des Ferments 0.5%. Ph wurde im 
Anfangsstudium elektrometrisch ermittelt und das enzymatisch 
abgespaltene freie Phosphat wurde in zeitweise herauspipettierten 
10 ccm mittels Urantitration bestimmt (1 ccm unserer Uranlésung 
'=0.0052g P,0;). Kontrolle wurde bei jedem Ph unter gleichen 
Bedingungen ohne Substrat ausgefiihrt und die Hauptversuche 
wurden damit korrigiert. Das Resultat ist in Tabelle 2 und 
Fig. 2 angegeben. 


TABELLE I. 


Menge der Uranlisung. : 
Ph | _ Relative Geschwindigkeit 
: 1 St 23 St. 48t. ' 
5.56 1.83 ecm 3.03 com 3.69 com 100.00 % 
BATES LO Je.) 28 86s 3.61 74.13 
5.82 1.47 2.71 3.47 63.71 
5.0 - 116 | - 2.80 2.90 48,26 
6.2 104 - 2.04 ee. 43.34 
4.0 0.67 1.46 2.20 28.96 - 
73 0.45 | 0.88 — 18.15 
7.6 0.24 0.91 (34 St.) 9.26 


Der Reaktionsverlauf der Glyzerophosphatase kann nicht 
durch monomolekulare Reaktion erklart werden. Die Ursache 
bleibt noch vorbehalten. Jedesfalls habe ich, um die Reaktions- 
geschwindigkeit bei verschiedener Wasserstoffzah] untereinander 
zu vergleichen, die Abhingigkeit des Reaktionsverlaufes von 
der Fermentmenge zur Untersuchung genommen. 
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Die Versuchsanordnung ist wie friiher. Ph ist 5.82. Nur 
nimmt die Konzentration der Fermentlésung immer um die 
Halfte ab. Die felgendo Tabelle 3 zeigt das Resultat. 


TABELLE III. 


‘ ay - 
Konzentration des Menge coe Uranionuna 


Ferments (%) 


1 St. 2} St. 4 St. 
—_ Se 
0.50 1.47 ecem 2.71 cem 3.47 ecm 
‘0.25 0.88 1.72 2.33 
0.425 0.48 1.10 1.66 


0.0625 0.23 0.53 0.89 


aaa cm ee EE ee 
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Wenn diese Ergebnisse graphisch dargestellt werden (Fig. 
3), sieht man, dass die Zeit bis zu einem bestimmten Spalt- 
ungsgrad der Enzymmenge umgekehrt proportional ist. 


$0 
0,5 % Ferment 
3,0 
Q25% ” 
29 : 
. 0125 % ” 


0,0625% > 


Wenn anderseits Tangenten an jeder Kurve bei ihrem © 
Anfangsteile angezogen werden, sind die Héhen, in denen die™ 
Tangenten eine der Ordinate parallel  gezogene Linie kreuzen, 
der Enzymmenge gerade proportional. Beide Schaétzungsmetho-_. 
den sind gleich und ich ziehe die letzte Methode vor, da die 
Kurven bei anderen Versuchen manchmal stark. abweichen... » ° 

Zeichne ich also graphisch die Ph-Abhingigkeit der Gly- 
zerophosphatase und, in Analogie mit dem vorigen, die Tang- | 
ente an jeder Kurve, so kann ich nun den Reaktionsverlauf 
bei variierender Wasserstoffzahl untereinander vergleichen (Fig. 
2). Die Reaktionsgeschwindigkeit bei Ph 5.56 ist als 100% 
angenommen und die relativen Geschwindigkeiten bei anderen 
Ph kénnen daraus berechnet werden. Diese Zahlen sind in 
letzter Spalte der Tabelle 2 angegeben. 

Wenn die relative Geschwindigkeit auf die Ordinate und Ph 
auf die Abszisse genommen werden und durch die berechneten 
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Punkte eine Kurve gezogen wird, bekommt man die Ph- 
Aktivitaitskurve der Glyzerophosphatase, wie in Fig. 1 gezeich- 
net. Der Verlauf dieser Kurve zeigt, dass die optimale Aziditat 
bei Ph 5.56 vorhanden ist, und die Form dieser Kurve deutet 
die Dissoziationsrestkurve einer Ampholyte oder die erste Dis- 
soziationskurve irgendeiner zweibasischen Saéure an. Aber diese 
Kurve zeigt bei Ph 5.56 eine grosse Neigung, und im Fall das 
Verhaltnis der Ordinate und Abszisse wie 5:1 ist, wie bei Fig. 
1, darf die Neigung der Kurve 71 Grad nicht tiberschreiten 
(Michaelis). Also muss die Ordinateneinheit der Ph-Aktivi- 
taitskurve vielleicht noch etwas verkleinert werden, solange diese 
zu grosse Neigung nicht von experimentellem Fehler verursacht 
war. Diese Frage wird jetzt nicht mehr beriihrt und bleibt 
der Zukunft vorbehalten: 

Jedenfalls, wenn diese Ph-Aktivitatskurve die elektrochemi- 
sche Natur der Ferment-Substratverbindung zeigt, kann sie 
einfach von derselben des Substrats allein nicht erklart werden. 
Man sieht an der sauren Seite von Ph 5.56 ganz widerspre- 
chenden Abfall der Ph-Aktivitétskurve und hier muss sicher 
die elektrochemische Natur des Ferments sich beteiligen. Die 
Deutung des Wesens der Ph-Aktivitaétskurve ist jetzt nicht 
moglich. Aber um in das Gebiet tiefer einzudringen, habe ich 
die Affinitét der Glyzerophosphatase zum Substrat untersucht 
und zwar bei optimaler Aziditaét, Ph 5.6, bei noch mehr saurer 
Seite, Ph 4.95, und bei weniger saurer Seite Ph 6.20. Die 
Versuchsanordnung ist wie bei der Ermittelung der optimalen 
Aziditit, nur wurde die endliche Konzentration des Substrats 
von 2 % bis 0.125 9% variiert. 

Jede Herstellung der erwiinschten Wasserstoffzahl wurde 
durch Zusatz des Azetatpuffers erméglicht, dessen Mischungs- 
verhéltnis nach mehrmaligen Fehlschligen ermittelt wurde. 
Das Resultat ist zusammengefasst in Tabelle 4 angegeben. 
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Menge der Uranliésung 


Konzentration des : 
S 0 - Relative Zahl 
itinles Beal 3 St. 1.St. 2 St. 
Ph 5.56 
2.0 1.64 cem 2.76 com 4.63 com 1.90 
1.0 0.99 ,, 163-),, al eae 1.10 
0.5 UST... 1 ae 1.662; 0.71 
0.25 0.38 ,, O:D sie 5s O04ee,, 0.43 
0.125 IB 2 0.23 ,, 0.31 ,, 0.19 
0.0625 0.06 ,, 0.10 ,, Oar 0.07 
Ph 4.95 
2.0 1.41 cem — cem — ecm 1.72 
1.0 O86. 104. 13 25, 1.03 
0.5 0:43. 3, 0.64 ,, T0385; 0.60 
2D OG: Zanes, O:3Ser. (OLo0m 0.30 
0.125 02055 (1622 Te 0:28. 0.20 
Ph 6.20 
2.0 1.14 cem — ccm 2.82 ccm 1.61 
1.0 0.85 ,, OL ee 1.96 ,, 1.03 
0.5 0.50 ,, 0.93 ,, As Lames 0.60 
0.25 O30) Nes 0.46 —,, eis 0.54 
0.125 OT Oa", 5 On20i aes (EG) as. 0.15 


Diese Ergebnisse wurden wieder wie friiher graphisch 
gezeichnet und die relative Geschwindigkeit durch Anziehen 
der Tangente ermittelt. Diese relative Zahl ist in letzter Spalte 
jeder. Tabelle angegeben. 


270 H. Kobayashi: 


Fig. 4a. 


(PR.105) 


Nehmen wir nun wieder das Koordinatensystem, auf der 
Ordinate die relative Geschwindigkeit und auf der Abszisse Ps, 
ndmlich den negativ genommenen Logarithmus der molaren 
Konzentration des Substrats. Wenn durch die Treffpunke mit 
der Hand eine Kurve gezogen wird, zeigt der steilste Teil der 
Kurve bei Ph 5.56 den Winkel von 79 Grad, bei Ph 4.95 78 
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Fig. 4b. 
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Grad, und bei Ph 6.20 77 Grad. Da der Winkel der Ps- 
Aktivitaitskurve tiberhaupt, bei der die Ordinateneinheit fiinffach | 
so gross ist als die Abszisseneinheit, wie bei unseren Figuren, 
beinahe 71 Grad messen soll, muss jede Ordinateneinheit im 
Verhdltnis der Tangente von 71 Grad zu der Tangente des ex- 
perimental gemessenen Winkels verkleinert werden (Michaelis) ; 


° a ° 
namlich bei Ph 5.56 #287 bei Ph 4.95 fang 7 


= , und bei 
tang 79 tang 78° 
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Fig 4c. 
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Ph 6.20 28 71 Somit herechnete Purikte sind in den Figuren 
tang 77 


mit Kreuzen angezeichnet. 

Der Fusspunkt der Ordinatenhdhe 3 gibt Pk, némlich 
negativ genommenen Logarithmus der Dissoziationskonstante der 
Glyzerophosphatase- Substratbindung. Man sieht an den Figuren, 
dass Pk, folglich die Dissoziationskonstante, in diesen drei 
Fallen bei verschiedener Wasserstofizahl tibereinstimmt. Pk 
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ist. 4.05. Dissoziationskonstante ist 0.089. Affinitaitskonstante 
zwischen Glyzerophosphatase und Substrat ist darum 1/0.089= 
41.2; 
Wenn mit dieser Dissoziationskonstante die Ps-Aktivitits- 
kurve gezeichnet wird, und zwar nach der Gleichung 
ae [Si 
[S]+Ka 
V=relative Geschwindigkeit 
[S]=molare Konzentration des Substrats 
so bekomme ich die gestrichelte Kurve in den Figuren, welche 
die experimentalen Punkte gut deckt. Aus diesem Versuch 
wurde geschlossen, dass die Affinitét zwischen Glyzerophosphat 
und ihrem Ferment nicht von der Aziditit des Mediums 
beeinflusst wird. 
Noch ein weiterer Versuch tiber die Eigenschaften des 
Ferments wird in nichster Zukunft mitgeteilt: werden. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1) Optimale Aziditaét der Glyzerophosphatase ist Ph 5.56 

2) Die Geschwindigkeit der Glyzerophosphatspaltung ist 
der Fermentmenge proportional, nimlich der Zeitablauf bis 
zum gleichen Spaltungsgrad ist der Fermentmenge umgekehrt 
proportional. 

3) Die Ph-Aktivititskurve der Glyzerophosphatase wurde 
ermittelt. 

4) Die Affinitét zwischen dem Ferment und Substrat wird 
von der Aziditit des Mediums nicht beeinflusst. ; 

5) Die Affinitaitskonstante ist 11.2. 

6) Ph-Abhingigkeit der Glyzerophosphatasenw Roane kann 
nicht allein von-der elektrochemischen Natur des Substrats 
erklirt werden. 
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UBER DIE ADSORPTION DES PEPSINS. 
Von 


KOICHI KIKAWA. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der medizinischen Akademie zu Chiba. 
Direktor: Prof. Dr. 8. Akamatsu.) 
(Eingegangen am 26. Mai 1926.) 


Die Adsorption des Ferments wurde oft untersucht fiir die 
Bestimmung seiner physikalisch-chemischen Eigenschaften und 
zum Zwecke der Reinigung dieses biologischen Katalysators. 
Doch bleibt noch vieles unentschieden. Ich wollte die chemische 
Natur des Pepsins untersuchen und habe die Adsorption des 
Pepsins zum Gegenstand meiner Experimente gemacht. Was 
im folgenden mitgeteilt wird, ist das Ergebnis tiber die Adsorption 
an der Tierkohle. 

Pepsin wird am besten bei Ph 1-2 an der Tierkohle adsorbiert. 
Diese so behandelte Kohle gibt, nachdem sie einigemal mit 
Wasser gewaschen worden ist, das Ferment ins Wasser ab, wenn 
der Ph des Wassers mit Citratpuffer oder Phosphat-Puffer auf 
5.0 resp. 6.8 gehalten wird. Aber bei Ph 1.78 wird kein Ferment 
von der Kohlenoberfliche eluiert. Trotzdem, wenn dieses Pepsin- 
Kohleadsorbat mit Kaseinlésung bei Ph 1.8 versetzt wird, iibt 
das Ferment proteolytische Wirkung aus. Dies zeigt jedoch 
nicht ohne weiteres, dass das Pepsin im adsorbierten Zustand 
wirkt, weil ich andererseits beobachtet habe, dass das Pepsin beim 
Zusammentreffen mit. Eiweisslésung schon nach 15 Minuten in 
betrachtlicher Menge von der Kohle eluiert wird. Wenn man den 
Verlauf der proteolytischen Wirkung des Pepsin-Kohleadsorbates 
mit der des freien Pepsins mittels Trichloressigsiuremethode ver- 
gleicht, ist es auffallend, dass die N-zunahme im Filtrat bei dem 
ersteren weit langsamer als bei dem letzteren abnimmt. Dies 
spricht sogar dafiir, dass die volle Wirkung des Pepsins sich 
nach der Elution entwickelt. Es ist schon bei Karbohydrase 
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gefunden worden, dass ein Ferment bei adsorbiertem Zustand 
-ebenso wirksam wie freies Ferment ist (Nelson u. Gliffin, 
1915/16. Michaelis, 1921) und dass besonders bei Maltase das 
‘an Tonerde adsorbierte Ferment das Substrat angreift, ohne dass 
dabei Elution zu konstatieren ist (Willstatter u. Kuhn, 1921). 
Mein Befund bei Pepsin steht im Sinne gegen diese Ergebnisse der 
Autoren. Das Verhalten des Pepsins bei Adsorption und Elution 
scheint also etwas anders zu sein als das der Karbohydrasen. 

Die oben erwihnte eluierende Wirkung des Kaseins bei Ph 
1.8 wird nicht von Aminosiiuren oder Pepton vertreten. Er- 
niedrigung der Oberflaichenspannung spielt hier keine Rolle. 
Glyzerin lést das Ferment von der Kohlenoberfliche ab, was 
auf seine besondere Wirkung auf die Natur des Lésungsmittels 
zurickgefithrt werden mag, wie es bei der Hemmung von 
Invertasenwirkung nachgewiesen wurde (Michaelis u. Rona, 
Michaelis u. Pechstein, 1914.). Es ist jedoch sehr merkwiir- 
dig, dass das Glyzerin das Ferment nicht eluiert, wenn es durch 
den Citrat-Salzsiurezusatz auf Ph 1.8 angesiuert war, obwohl 
die Verinderung der Viskositit dadurch nicht beobachtet wurde. 
Dies spricht. daftir, dass das Pepsin bei Ph 1.8 sehr hartniackig 
an der Tierkohble befestigt ist, und soweit untersucht wurde, ist 
‘die Elution nur von Eiweisslésung herbeigefiithrt worden. 


EXPERIMENTELLER TEIL. 


Das von mir gebrauchte Pepsin ist ein Priparat von Park- | 
Davis Co. Seine 1%f wisserige Lisung bildet keinen Niederschlag 
beim Zusatz mit gleichem Volum 20%iger Trichloressigsiure. 
Das Kasein wurde nach Van Slyke aus gerahmter Milch 
dargestellt. Kaseinlésung, z. B. von Ph 1.8, wurde wie folet 
dargestellt. 2g Kasein wurde im Gemische von 20 cem N/10 
NaOH und 56.5 ccm Wasser gelést und unter Schiitteln mit 
3.5-ecm IN HCl und dann mit 10 ccm Citrat-Salzsiuregemisch 
(3.1: 6.9) versetzt. Das Volum machte 90 cem. Bei Verdau- 
ungsversuch durch Pepsin wurde diese Kaseinlésung mit 10 
ccm Fermentlésung gemischt. Die Konzentration des Pepsins 
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war 1%, -wenn nicht anders angegeben. Wenn unten im ex- 
perimentellen Teile einfach von Kaseinlésung gesprochen wird, 
wurde sie anstatt der Fermentlésung mit 10 cem Wasser versetzt. 
Die Konzentration des Kaseins war immer 2%. Kaseinlésung 
anderer Aziditit wurde durch Variieren der Menge von 1N 


te Say a 


Slumde —»- 


HCl und des Mischungsverhdltnisses der Pufferlésung darge- 
stellt. Ph wurde nachdem immer elektrisch nach Michaelis 
ermittelt. Der Verlauf der’ fermentativen Spaltung wurde mit 
Mikrokjeldahl in 5 ccm des Filtrats verfolgt, das durch Filtra- 
tion 10 Minuten nach Zusatz mit gleichem Volum 209% iger 
Trichloressigsiure zu zeitweise herauspipettierten 10 ccm Verdau- 
ungsflissigkeit gewonnen wurde. Tierkohle von Kahlbaum. 
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Versuch 1. 


In diesem Versuch wurde der Einfluss des Ph auf die 
Adsorption des Pepsins an die Kohlenoberfliche untersucht. 
100 ccm 1% iger Pepsinlésung mit verschiedener Wasserstoff- 
zahl, die durch Zusatz mit 50 cem Citrat-Salzsiure (1/10 M) 
dargestellt wurde, wurden in zwei Portionen geteilt; die erste 
Halfte wurde mit 1 g Tierkohle versetzt und ins Wasserbad © 
von 37°C gestellt. Nach 30 Minuten wurde die Kohle abfil- 
triert. 10 ccm des Filtrats wurden zu 90 ccm Kaseinlésung 
zugesetzt und der Verdauungsverlauf verfolgt (B). Die Verdau- 
ung der Kontrollésung wurde in der anderen Hialfte ebenso 
beobachtet (A). Ph des Verdauungsgemisches hat nach Ferment- 
zusatz sich nicht merklich verschoben, nur bei Versuch der 
Adsorption bei Ph 4.98 wurde die Kaseinlésung durch vorherigen 
Zusatz von Salzsiure etwas angesiuert, um Ph des Verdauungs- 
gemisches nach Fermentzusatz auf 1.6 zu bringen. Die ab- 
filtrierte Kohle wurde einigemal mit destilliertem Wasser bis 
chlorfrei gewaschen, ihre gesamte Menge zu 90 ccm Kaseinlésung 
hinzugesetzt und der Verdauungsverlauf wie oben verfolgt (C). 


TABELLE I. 


Ph Zeit (Stunden) A B A-B Cc 
%, 3 4 eee my m mg mg 
i 1.05 0.89 0.16 0.42 
0.76 2 1.25 1.16 0.09 0.72 
4 1.42 1.32 0.10 1.03 
1 1.05 0.89 0.16 0.51 
1.02 2 1.25 1.13 0.12 0.95 


4 1.44 1.35 0.09 1.24 
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Ph Zeit (Stunden) A B A-B C 


Celia a eae ES ree Ie ee ee ea 
1 1.07 0.72 0.35 0.49 
1.43 2 1.31 1.08 0.28 0.97 
4 1.64 1.26 0.38 1.39 
1 1.00 0.83 0.17 0.54 
2.06 7] 1.37 1.07 0.30 0.94 
4 1.67 1.33 0.34 1.28 
1 0.96 0.81 0.15 0.44 
2.86 2 1.26 1.12 0.14 0.75 
4 1.43 1,32 0.11 0.98 
1 0.92 0.91 0.01 0.07 
4.98 2 1.24 1.18 0.06 0.10 
3 1.44 1.38 0.06 0.24 


Die Differenz von A und B ist bei Ph 1.48 und 2.06 
grdésser als bei anderer Aziditit und die Verdauungskraft des 
adsorbierten Pepsins, das bei Ph 1-2 dargestellt wurde, ist 
vortrefflich. Man kann annehmen, dass die Adsorption bei Ph 
“1-2 am gréssten und bei Ph 4.9 viel geringer ist. Es ist 
interessant, die proteolytische Wirkung des adsorbierten Pepsins 
weiter zu untersuchen. Ich bereitete das Priparat wie beim 
Adsorptionsversuch. Ph war 1.8. Das chlorfrei gewaschene 
Kohleadsorbat wurde im Exsikkator aufbewahrt. Dies Material 
wird unten einfach Kohle-Pepsin genannt. 


Versuch 2. 


In welcher Aziditaét das Kohle-Pepsin seine maximale 
Wirkung ausiibt, verdient untersucht zu werden. Ph wurde 
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durch Zusatz mit verschiedenem Gemisch der Citrat-Salzsaure 
variiert. Auf 50 ecm der Kaseinlésung kommt 0.5 g von 
Kohle-Pepsin. Das Ergebnis ist wie folgt. 


TABELLE II. 


N-Zunahme (mg) 


Ph 
Zeit 
(Stunden) 
23 1.49 Nee 2.06 
1 0.68 0.88 - 8.90 0.55 
2 0.87 e2o Gl 0.71 


Kohle-Pepsin wirkt wie freies Pepsin am besten bei Ph 
1.5-1.8. Bevor ich auf den Wirkungsmechanismus des adsor- 
bierten Pepsins eingehe, muss entschieden werden, ob die Ermit- 
telung der N-Zunahme im Filtrat nach Trichloressigsiurezusatz 
bald ohne und bald bei Anwesenheit der Kohle dasselbe Resultat 
ergibt. 


-Versuch 2. 


Die Kaseinverdauung wurde bei Ph 1.8 mit 1% iger 
Pepsinlésung ausgefiihrt. Versuchsanordnung war wie. tiblich. 
Nur bei der Fallung mit Trichloressigsiure wurde gleichzeitig 
Tierkohle zugesetzt und nach 10 Minuten filtriert. 0.2¢ Kohle 
kommt auf 10ccm Verdauungsfltissigkeit. Wenn der N-Gehalt 
im Filtrat mit dem der Kontrolle ohne Kohle verglichen wird, 
findet man wenigen N bei Anwesenheit der Kohle. Aber die 
zeitliche Zunahme des N ist dieselbe in beiden Fallen. Das 
gleiche Resultat bekommt man mit 0.5 und 0.125% iger 
Fermentlésung. 
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TABELLE III. 1% Peps in 


Fallung durch Trichloressigsdure 


Zeit mit Kohle ohne Kohle . 
SER) ee ee 
N im Filtrat N-Zunahme N im Tiltrat N-Zunahme 
(mg) (mg) : (mg) (mg) 
0 0.28 0.00 0.38 0.00 
Z 1.26 0.98 1.413 1.03 
il 1.66 1.38 1.78 1.40 
2 2.00 1.72 hey 213: 1.75 
0.5% Pepsin 
Fallung durch. Trichloressigsiure 
Zeit mit Kohle ohne Kohle 
(Stunden) inne alee Sani Seana tet a ee eee 
N im Fitrat N-Zunahme N im Filtrat N-Zunahme 
(mg) (mg) (mg) (mg) 
0 0.22 0-00 0.28 0.00 
3 0.78 0.56 ‘0.89 . 0.61 
\ 
r 1.19 0.97 1.28 i 1.00 
2 1.41 1.19 1.48 1.20 
0.125% Pepsin 
Fallung durch Trichloressigsaéure 
Zeit mit Kohle ohne Kohle 
(STRING esa) | ete ae eee ee Se eee ee 
N mm Filtrat N-Zunahme N im Filtrat N-Zunahme 
(mg) (mg) (mg) (mg) 
0 0.12 0.00 0.14 0.00 
4 0.42 — 0.30 0.43 0.29 
1 0.58 0.46 0.58 0.44 
2 0.69 0.57 0.70 0.56 
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Diese Ergebnisse sind in Figur gezeichnet und dazu ist 
noch der Verdauungsverlauf des Kohle-Pepsins (Versuch 1), das 
bei Adsorption an Ph 1.8 dargestellt wurde, als Beispiel mitver 
zeichnet. An dieser Figur sieht man, dass der Zeitablauf bis 
zu einem bestimmten Spaltungsgrad der Fermentmenge beinahe 
umgekehrt proportional ist. Dagegen ist die Kurve von Kohle- 
Pepsin ganz eigenartig; sie steigt nicht so deutlich mit der Zeit 
ab wie die anderen Kurven. Man erwartet hier also nicht 
einfachen Wirkungsmechanismus des Kohle-Pepsins. 


Versuch 4. 


Die Verdauungsfltissigkeit wurde mit Kohle-Pepsin wie 
ublich angesetzt. Als sie nach 1 Stunde Digestion von der 
Kohle abfiltriert wurde und danach der Verdauungsverlauf in 
diesem Filtrat bei 37°C weiter beobachtet wurde, war die N- 
Zunahme nicht unbedeutend und im Filtrat ist selbst nach 15 
Minuten auch beinahe so viel Ferment nachzuweisen. In 4 
Stunden nimmt der nicht fallbare N auf 0.69 resp. 0.75 mg 
zu. Da die Zeitfrist der Abfiltration der Kohle beinahe 20 
Minuten war, aber nicht exakt anzugeben ist, kann der Ver- 
dauungsverlauf nicht sogleich mit dem des Kohle-Pepsins 
verglichen werden. Aber dass die N-Zunahme im Filtrat, 
welches sogar schon 15 Minuten nach dem Zufiigen von Kohle- 
Pepsin dargestellt wurde, in 4 Stunden 0.75 mg ergibt, zeigt 


TABELLE IV. 


eee 15 Minuten | 1 Stunde 
Zeit N im Filtrat N-Zunahme N im Filtrat N-Zunahme 
(Stunden) (mg) (mg) (mg) (mg) 
0 0.49 0.00 Vien 0.00 
4 1.24 0.75 | 1.44 0.69 


24 1.86 0.37 2.14 1.39 
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die Elution der nicht unbedeutenden Menge des Ferments schon 
am Anfang des Versuchs. Das von der Kohlenoberflache adsor-_ 
bierte Pepsin lést sich bei Zusammentreten mit Kaseinlésung 
mit der Zeit ab und der eigenartige Wirkungsverlauf des Kohle- 
Pepsins kann nun dadurch erklart werden. 


Versuch 6. 


Die Elution des Pepsins wird nicht durch Erniedrigung ~ 
der Oberflichenspannung hervorgerufen, weil mit Toluol oder 
Chloroform gesittigtes Wasser das Ferment nicht ablést. Beim 
Elutionsversuch wurde 0.5 g Kohle-Pepsin 30 Minuten bei 
37°C in 50 ccm Eluens suspendiert und dann abfiltriert. 25 
cem Filtrat wurde mit gleichem Volum der Kaseinlésung 
gemischt. 1% ige Lésung von glukocholsaurem Natrium ist 
auch nicht dazu imstande, und das so behandelte Kohle-Pepsin 
wirkt ebenso stark wie vor dem Versuch. 


Versuch 6. 


Citrat-Salzsiuregemisch von Ph 1.8 fihrt keine Elution 
herbei, dagegen wird das Ferment bei Ph 5.0 (Citratpuffer) und 
6.8 (Phosphatpuffer) abgelést. 


TABELLE Y. 


Citrat-HC1 Citrat Phosphat 
Eluens (Ph 1.78) (Ph 5.02) (Ph 6.84) 
Zeit (Stunden) N-Zunahme (mg) 
4 0.00 0.63 "0,29 
24 ve 1.33 0.80 


Dies zeigt, wie die Adsorption bei Ph 1.8 schwer zu 
reversieren ist. 
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Versuch 7.” 
Wenn Pepsin bei Ph 1.8 durch Kaseinlésung eluierbar ist, 
wird die Elution auch noch durch Aminoséure oder Pepton 
gelingen? Das geht jedoch nicht. Unter den Aminosduren 
wurden Glykokoll, Thyrosin, Glutaminséure und Asparaginséure 
als 1% ige Lésung bei Ph 1.8 untersucht. Als Pepton wurde 
‘das von Witte.und ein Praparat, welches durch 8 Tage lange 
peptische Verdauung des Kaseins dargestellt wurde, gebraucht. 
Die Konzentration war in allen Fallen 126 und Ph war 1.8. 
In dieser Konzentration hemmen die Substanzen die Wirkung 
des Ferments nicht. Ich fiige hier noch zu, dass Diketopiperazin 
auch nicht imstande ist, das Ferment zu eluieren. 


Versuch 8&8. 


Wenn das Pepsin bei Ph. 1.8 von Kasein weder von seinem 
Abbauprodukte noch von seinen Bausteinen eluiert wird, so ist 
zu erwarten, dass das Elutionsvermégen des Kaseins-je nach 
dem fortschreitenden Abbaugrad abnimmt. Das Resultat spricht 
dafiir. 

Peptischer Verdauungsversuch wurde wie tblich angesetzt, 
Sofort, nach 4 Stunden, nach 1, 2, 3 und 4 Tagen wurde jedesmal 
50- cem davon ‘herauspipettiert und 30 Minuten im Wasserbad 
von 100°C erhitzt. Nach Abkithlen wurde 50 ccm jedes Filtrats 
mit 0.5 g Kohle-Pepsin versetzt, bei 37°C aufbewahrt und nach 
80 Minuten von der Kohle abfiltriert. 25 ccm davon wurde - 
mit gleicher Menge von Kaseinlésung von Ph 1.8 gemischt 
und die peptische Verdauung in jedem Ansatz zeitlich verfolgt. 
Das Resultat ist wie folgt. 

Da das Substrat in diesem Versuch teils aus dem mehr 
oder weniger verdauten Kasein je nach der Zeit der Inaktivier- 
ung und teils aus genuinem Kasein besteht, so sind die N- 
Zunahmen nicht ohne weiteres untereinander zu vergleichen. 
Aber wenn das Pepsin tiberhaupt eluiert gewesen wire, muss 
_ digestive Wirkung wenigstens an dem genuinen Kasein ausgetibt 
werden. Dies ist sicher nicht der Fall beim Inaktivierungsversuch 
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nach 3 und 4 Tagen. Ausserdem sieht man, dass je spiiter die 
Verdauungsflissigkeit inaktiviert wurde, desto weniger eluierende 
‘Kraft begeben wird. Wenn man andererseits daran denkt, 
dass die peptische Wirkung tberhaupt 2-3 Tage bis zum 
Stillstehen dauert, wie es mit’ Van Slykescher Methode 
verfolgt wird, so kann man schliessen, dass die Elution des 
Pepsins mit der spezifischen Affinitaét zwischen dem Ferment 
und Substrat eng zusammenhingt. 


TABELLE VI. 


Nr Tet Ill IV Vv VI 


Zeit der Inaktivierung 


des Kaseinverdauungs- , : 
gemisches als Eluens, 0 4 a 48 a 6 
(Stunden) 
Zeit (Stunden) N-Zunahme (mg) 
4 0.48 | 0.15 | 0.05 | 0.01 | 0.00 | 0.00 
24 1.09 0.48 0.36 0.05 0.00 0.00 


Versuch 9. 


Glyzerin als 10%ige wiisserige Lésung kann Pepsin aus 
der Kohle eluieren. 
- Glyzerin ist aber bekanntlich ein Mittel, das die Eigen- 
schaften der Lésung stark beeinflusst und damit die Wirkungs- 
bedingungen des Ferments betriichtlich verindert, wie z. B. 
bei Invertase angegeben ist (Michaelis u. Rona, Michaelis 
u. Pechstein, 1914). Aber diese Glyzerinlésung selbst wird, 
wenn sie mit Citrat-Salzsiure auf Ph 1.8 angesiiuert war, sciner 
eluierenden Wirkung fast giinzlich beraubt, obwohl die Vis- 
kositét, gemessen mittels Viskosimeters nach Ostwald, durch 
die Verachiebung der Aziditiit keine Verinderung erlitten hat. 
Diese Tatsache spricht sogar daftir, dass das: Pepsin bei dieser 
Aziditit sehr fest an der Kohle adsorbiert gehalten wird. 
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TABELLE VII. 


Eluens Glyzerin + Wasser pana yi ae 
Zeit (Stunden) N-Zunahme (mg) 
4 0.21 0.05 
24 0.58 0.15 
ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Pepsin wird am besten bei Ph 1-2 an Tierkohle ad- 
sorbiert. 

2. Dieses adsorbierte Pepsin wird durch Phosphat (Ph 6.8) 
und Citrat (Ph 5.0) von der Kohle eluiert, aber nicht durch 
Citrat-Salzsiuregemisch bei Ph 1.8. 

3. Die das Pepsin adsorbierte Kohle kann bei Ph 1.8 
-‘Kasein verdauen, aber dabei wird schon 15 Minuten nach 
dem Ansetzen des Versuches eine bedeutende Menge des Pepsins 
eluiert. 

4. Die digestive Wirkung des Kohle-Pepsins mag weit 
mehr durch das abgeléste Pepsin als durch das adsorbierte 
Ferment vermittelt ‘werden. 

5. Diese eluierende Wirkung des Eiweisses hingt nicht 
von der Erniedrigung der Oberflichenspannung oder von der 
Viskositat ab. 

6. Aminosiéiure, Pepton oder Diketopiperazin kénnen nicht 
das Vermégen des Eiweisses vertreten. 

7. Die Elution kann méglicherweise auf die Affinitit des 
‘Pepsins zum Eiweiss zuriickgefiihrt werden. 
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UBER DIE GALLODESOXYCHOLSAURE AUS 
HUHNERGALLE UND IHREN EINFLUSS AUF 
DIE PANKREASSTEAPSINWIRKUNG. 


Von 
SADATOMO YONEMURA. 


Aus dem phsyiologisch-chemischen Institut zu Okayama. 
Vorstand : Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 29. Mai 1926.) 


Im Jahre 1859 haben Heinz und Wislicenus (1859) 
gezeigt, dass der Hauptbestandteil der Gansegalle die Tauroche- 
nocholsiure ist, die durch Lauge in Taurin und Chenocholsiure 
gespalten wird, und dass die letzte Saéure 27 Kohlenstoffatome 
enthalten soll, wie das Cholesterin. Weiteres iber die Gansegall- 
ensiure ist nicht bekannt geworden. Im Oktober vorigen Jahres 
haben A. Windaus, A. Bohne und E. Schwarzkopf (1924) 
berichtet, dass die spezifische Ginsegallensiure die Chenodesoxy- 
cholsdure CHO, ist, welche sich mit der von H. Wieland und 
G. Reverey (1924) in Leichengalle gefundenen Anthropodesoxy- 
cholsiure als identisch erwiesen hat. Die Chenodesoxycholsdiure 
ist ein Isomer der Desoxycholsiiure und von der letzteren nur 
durch die Stellung einer OH-Gruppe unterschieden. 

HOH Non” \CHCH,CH,CH(CH,)CH,CH,COOH 
se eae aes 
H,C C—H.C CH, 
HOHC bu CH, 
a A 
H; HB Chenodesoxycholsaure 
OF ale Bal OF, 
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H, H, Desoxycholsdure 
C, gO: 


Seit letztem Jahre habe ich mich mit der Hithnergalle 
beschaftigt, und fand, dass die spezifische Huthnergallensaure 
mit Chenodesoxycholsiure identisch ist, die ich als Gallodesoxy- 
cholsiure bezeichne. 


I. DarstrELLuNG DER GALLODESOXYCHOLSAURE. 


Ich legte an die Hahne Gallenblasenfisteln* an. und sam- 
melte frische Galle aus den Fisteln. 
Etwa 400ccm Hihnergalle wurden mit 40g Kalium- 
‘hydroxyd auf dem Wasserbade unter..Rickfluss 7 Stunden 
gekocht. Das Reaktionsprodukt wurde mit verdaénnter Salzséure 
angesduert ; hierbei schied sich die Siure als dunkelschwarze, 
klebrige Masse ab. Ausbeute 6g. Dieses Rohprodukt wurde 
nach mehrmaligem Durchkneten mit frischem, kaltem Wasser 
in 200 cem 98% Alkohol gelést, die Lésung mit 30 cem Wasser 
versetzt und zur Entfernung der Fettsiiuren mehrmals mit je 
ca. 300 ccm niedrig siedendem Petrolither ausgeschiittelt. Nach 
dem Abdampfen der Liésung wurde der Riickstand in 100 cem 
Alkohol gelést und mit einer Lésung von 2g Natrium in 
~100cem Alkohol 2 Stunden unter Riickfluss gekocht. Dann 
wurde die Lésung auf 20ccm eingeengt, unter Ansiuerung 
durch Schwefelsiure weniges Wasser zugesetzt, und wieder mit 
Petrolather ausgeschiittelt. Der entstandene Niederschlag wurde 


* Herrn Dr. M. Sato bin ich fiir seine freundliche Beihilfe zu bestem * 
Danke -verpflichtet. 
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in Alkohol gelést, die Lésung mit wenigem Wasser versetzt und 
mit Ather 8mal geschiittelt. Dann wurde die. Lésung abge- 
dampft und der Riickstand in 100 cem Alkohol 'gelést, 50 eem 
von 1% Na-ithylat zugefiigt, und 2 Stunden auf dem Wasser- 
bade gekocht, heiss filtriert. Jetzt der Riickstand in 50 ccm 

kohol gelést, mit 50 ccm 102 Bariumchloridlésung vermischt, 
urd auf dem Wasserbade 1 Stunde digeriert. Nach dem 
Erkalten wurden ausgeschiedene Bariumsalze abgesaugt. Aus- 
beute 3.6g. Das Filtrat der Bariumsalze wurde auf dem 
Wasserbade eingeengt; es schieden sich Bariumsalze als prich- 
tige lange Nadeln aus. Ausbeute 3.6 g¢. Diese Bariumsalze 
wurden aus verdinntem Alkohol mehrmals umkristallisiert. 
Dieses gallodesoxycholsaure Barium wurde in 100 ccm Sodalés- 
ung mit Tierkohle gekocht und heiss filtriert. Nachdem das 
Filtrat abgektihlt war, wurde es mit kalter verdtinnter Salzsiure 
angesduert. Die gebildete Gallodesoxycholsiure fiel als gallertige 
Masse aus, aber nach einigem Stehen wandelte sie sich in weisse 
Flocken um, die abgesaugt, griindlich mit Wasser ausgewaschen 
und getrocknet wurden. Es entsteht ein schneeweisses Pulver, 
das schwer kristallisierbar ist, unléslich in Wasser, Petrolaither 
und Benzol, aber sich spielend in Alkohol, Azeton und Eisessig 
lést, leicht in Ather und Essigither. Sie gibt Liebermann- 
Burchards Farbenreaktion. Der Bruchteil eines Milligramms, 
in wenig Essigsdureanhydrid ‘gelést, gibt mit einem Tropfen 
konzentrierter Schwefelsiure sofort eine rote, dann prichtige 
tiefe kirschrote Fairbung, die nach einigem Stehen in dunkel- 
braun tibergeht, mit gleichzeitig schwacher griiner Fluoreszenz. 
Spezifische Drehung in Alkohol 


[«] = (0.18—0.04) x 100 —13.23° 
D x<1.058) > 


Nach dem Trocknen im Vakuum bei 80°C erweichen sie 
bei 95°C und schmelzen bei 112°C. Zur Analyse wurden die 
Bariumsalze mehrmals aus 45% Alkohol umkristallisiert. 0.1 ¢ 
Bariumsalz gibt 0.0246 g Bariumsulfat. 
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Berechnet fiir CisH;s0sBa ~ 0.0254 g, 
gefunden 0.0246 g. 


TI. GaLLODEHYDRODESOXYCHOLSAURE. 


1.828 ¢ Gallodesoxycholséure werden in 13 ccm LEisessig 
gelést (Hammarsten, 1881). Unter Eiskitthlung lasst man dazu 1g 
CrO; in 1 com Wasser und dann mit 3.5 ccm Eisessig verdtinnt, 
tropfen, wobei die Temperatur nicht tiber 15°C steigen soll. Die 
Lésung bleibt nun 3 Stunde bei dieser Innentemperatur, hierauf 
einen Tag bei Zimmertemperatur stehen. Nun setzt man etwas 
wasserige schweflige Séure und nach und nach unter Umriihren 
Wasser zu und bringt so in kurzem das Reaktionsprodukt zur 
Ausscheidung. Wenn mehr Wasser nicht mehr tribt, lasst man 
einen Tag stehen und saugt dann ab. Um das Chromisalz zu 
entfernen, lisst man in Soda ldésen, kocht auf und’ filtriert 
dann heiss. Das Filtrat wird mit’verdiinnter Salzséure ange- 
sduert und ausgeschiedene Sdure abgesaugt, gut ausgewaschen. 
Sie wird aus verdiinntem Alkohol (1 Teil Alkohol+3 Teile 
Wasser) 3 mal umkristallisiert. Ausbeute 1.238 g. Seidenglan- 
zende Blattchen. Sie lést sich spielend in Alkohol, Eisessig, 
Azeton und Essigither, wenig léslich in Ather, ganz unléslich, 
in Wasser, Benzol und Petrolaither. Sie schmilzt scharf bei 
153-154°C. | 

Analysen. 
0.106 g Substanz gaben 0.2882 g CO, und 0.0867 g. H.0. 
0.1206 g Substanz gaben 0.3286 g CO, und 0.1017 g. H,0. — 
C,.H.0 pee se CA4its H 9.34 : 
eel gefunden : C 74.15, 74.31: H 9.37, 9.43 


III. GALLODESOXYBILIANSAURE.* 


0.098 g Gallodehydrodesoxycholsiure werden mit 1 cem kon- 
zentrierter Salpetersiure (D=1.37) auf dem Wasserbade erwirmt 


* H. Wieland und A. ee Z. f. physiol. Chem. 108, 300 
(1919). 
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bis keine Nitrosendimpfe mehr entweichen, weniges Wasser 
zugefiigt und getrocknet. Nachdem der Riickstand mit Eis- 
wasser wiederholt ausgespiilt wurde, wird er in Alkohol gelést. 
Die Saure scheidet sich unter Zusatz von Wasser als flockige 
Masse aus, aber sie war aus allen organischen Liésungsmitteln 
schwer kristallisierbar. Mit Barytwasser wurde sie auf dem 
Wasserbade 4 Stunden gekocht und heiss filtriert. Der Riick- 
stand (wahrscheinlich gallodesoxyisobiliansaures Barium) wurde 
mit tiberschiissiger Sodalésung umgekocht, heiss filtriert. Dieses 
Filtrat wird mit verdiinnter Salzsiure angesduert. Die Sdure 
schied sich als weisse Flocken ab, aber die Menge war zu wenig 
zur Analyse. 

Das Filtrat wird auch mit tiberschiissiger Sodalésung 2 
Stunden umgekocht, heiss filtriert und dann mit -verdtinnter 
Salzsiure angeséuert. Die Séure schied sich als flockige Masse 
aus, diese wird abgesaugt und griindlich ausgewaschen. Der 
Riickstand wurde aus Alkohol unter Zusatz von’ Wasser um- 
kristallisiert, aber ich konnte die Séure nicht kristallinisch 
erhalten, so habe ich die Séure in Methylalkohol gelést und in 
die Lésung trocknes HCl]-Gas eingeleitet. Dabei schied sich eine 
flockige Masse aus, die unter Zusatz von Wasser 3mal um- 
kristallisiert wurde. Sie kristallisiert in weisse Blattchen und 
schmilzt bei 89-90°C. Der Schmelzpunkt und die Kristallform 
dieser Substanz stimmt gut mit Desoxybiliansduretrimethylester 
aus Ginsegalle von Windaus itiberein. Aus den Daten kann 
man als wahrscheinlich annehmen, dass Dehydrogallodesoxy- 
cholsiure durch Salpetersiure in Gallodesoxyisobiliansiure und 
Gallodesoxybiliansiure oxydiert wird; das letztere Bariumsalz 
ist in heissem Wasser léslich, waihrend das erstere unléslich ist, 
genau wie bei Bilian- und Isobiliansiure aus Cholsiure durch 
Kaliumpermanganat (Pregl, 1903). 


IV. User pen Ermrruss per GALLODESOXYCHOLSAURE 
AUF DIE PANKREASSTEAPSINLOSUNG. 


Seitdem von Claude Bernard die physiologischen Ein- 
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fliisse der Galle auf den Pankreassaft bekannt gemacht wurden, 
haben zahlreiche Autoren die Frage aufzuklaren versucht, wie 
diese beiden Sekrete einander in ihrer Arbeit erganzen. Die 
ersten Angaben uber eine verstirkende Einwirkung der Galle 
auf das Pankreassteapsin stammen von Nenki (1887). Im: 
Jahre 1903 hat Babkin berichtet, dass die Galle die Fahigkeit 
haben soll, eine latente Form des Steapsins in einen aktiven 
Zustand tberzufiihren. Im Jahre 1906 vermutete R. Magnus, 
dass die verstiirkende Wirkung des gekochten Lebersaftes auf 
Pankreassteapsin von den in ihm enthaltenen gallensauren 
Salzen abhiingig sei, und er bestatigte, dass die Natriumsalze 
der synthetisch dargestellten Glyko- und Taurocholsdure die 
Wirkung des Pankreassteapsins in kriftiger Weise verstirken. 
Auch Rachford (1891) fand, dass glykocholsaures Natrium 
aus Rindgalle eine verstirkende Wirkung auf Pankreassteapsin 
ausiibt. Im niichsten Jahre berichteten O. Firth und J. 
Schitz (1907), dass die Cholsiure und Desoxycholsiure das 
Pankreasstéapsin stark aktivieren, aber dagegen die Oxydations- 
predukte dieser beiden Siuren (Cholansdure, Bilianséure und 
Ciliansiure) unwirksam sind. . 
Ich habe untersucht, ob die Gallodesoxycholsdure in Hihner- 
galle auch diese verstiirkende Wirkung auf das’ Pankreassteapsin 
ausiibe. Zum Vergleich habe ich auch den Einfluss der rein 
dargestellten Cholsiure auf die Pankreaslipase untersucht. 


A. ‘Untersuchungsmethode. 


Diese Siuren wurden als Natriumsalze im Wasser gelést, 
und in 0.5 oder 1% Lésung zur Verfiigung gestellt. Als 
Steapsinpriaparate -brauchte ich Glyzerinextrakt des Rindpankreas 
und als Substrate arbeitete ich mit Milch und neutraler homo-- 
gener Olivendlemulsion. Diese Olivendlemulsion stellte ich nach 
der- Méthode von Kanitz (1905) her, indem ich kiufliches 


Olivenél mit = Natronlauge so viel versetzte, bis alle in dem 


Ole enthaltenen Fettsiuren neutralisiert wurden. 
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Die Versuche wurden nun in der Regel derart ausgefiihrt, 
dass bestimmte Mengen der Substrate mit der Pipette abge- 
messen: wand in Erlenmeyerkdlbchen. tibertragen wurden. Dann 
“wurde eine abgemessene Menge der Steapsinlésung hinzugefiigt. 
-Nachdem das Kélbchen noch mit der priifenden Flissigkeit. 
beschickt worden war, wurde.es in den Brutschrank gestellt. 


Die Titration erfolgt mit =*-Natronlauge unter Anwendung 
von’ Phenolphthalein. Zur Umgehung der Hydrolyse und da- 
durch bedingter Titrationsfehler wurden vor der Titration 
50 cem Alkohol und 5 ccm Ather hinzufigt. Es wurden immer 
Parallelbestimmungen ausgefiihrt. Alle mitgeteilten Titrations- 


werte sind als Mittelwerte von zwei gesondert angesetzten und 
in gleicher Weise behandelten Einzelversuchen anzusehen. 


B. Untersuchungsresultate. 


EF. Versuch mit Gallodesoxycholsiiure. 


Versuch 1 (nach 12 Stunden titriert.) 


4 ae ccm ecm ccm. ccm ccm 
‘ Gallodesoxycholsaures 7 
Na (0.5%) D 0 1 2 3 
Wasser 3 3 2 1 0 
Steapsinlésung | eee 2 2 2 2 
Kuhmilch 5 5 5 5 ® 
Toluol 1 1 1 1 | 1 
N ” 
Jo NaOH-lisung 0.96 4.89 5.29 5.29 | 5.30 
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Versuch 2 (nach 24 Stunden titriert.} 
ccm ccm ccm cem . 

Gallodesoxycholsaures 0 0 1 3 

Na (0.5%) 
Wasser 3 3 2 0 
Steapsinldsun 2 Pe 2 2 

. 8g (gekocht) 
Kuhmilch 5 5 5 5 
Toluol if 1 it 1 
Jo NaOH -losung 0.94 6.56 7.08 7.68 
Versuch 3 (nach 12 Stunden titriert.) 

Paine ccm ccm. ecm ccm ccm 

allodesoxycholsaures 

Na (1%) 0 0 2 4A 8 
Wasser 8 8 6 4 0 
gua ees 5 
Steapsinlosung (gekocht) 5 5 5 5 
Olivendlemulsion 10 10 10 10 10 
Toluol 1 1 il! i 1 

N re a 
Fo NaOH-losung 2.93 9.83 11.90 13.35 20.80 


IT. Versuch mit Cholscure. 


Diese Cholsiure wurde aus Rindgalle rein dargestellt 
(Wieland, 1912), sie kristallisierte in tetraedrischer Form und 
schmolz scharf bei 197°C. 
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Versuch 1. und 2 (nach 6 Stunden titriert.) 


Ch is ccm. i ccm 2 ccm ccm ccm ccm. 
olsaures Na : , 
he 0 0 2 4 8 10 
Wasser 10 10 8 S ; - a 
Steapsinldsung eae 5 5 5 5 5 
Olemulsion 10 10 10 10 10 10 
Toluol Soar! 1 1 1 1 1 
N 2 3.79 | 21.33 | 23.83 | 24.79 | 30.12 | 30.16 
qo NaOH-losung 3.09 | 17.55 | 20.14 | 21.86 | 27.96 | 30.16 


Versuch 3 (nach 12 Stunden titriert.) 


a = “ecm ccm ccm ce cem. 
olsaures Na 
(19%) 0 0 2 8 10 
Wasser 10 10 8 2 5 
ae 5 

teapsinlosung (gekocht) 5 5 5 5 
Olemulsion 10 10 10 10 10 
Toluol uf 1 : i! 1 1 

N wee Eee ca et ei) ieee ee re, 

10 NaOH-lésung 2.85 20.84 24.68 28.19 30.94 34.01 


Aus diesen Resultaten geht hervor, dass die Gallodesoxy- 
cholsiure die Wirkung des Pankreassteapsins ebenso verstiirkt 
wie die Cholsiure. Den Einfluss der reinen Desoxycholsdure 
auf Pankreassteapsin habe ich auch untersucht. Hieriiber 
werde ich spiter berichten. 
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ZUR KENNTNIS DES DIAZOHARNS. 
~L. Uber die chemische Zusammensetzung des 
Diazoharns bei Phthisis. 


Von 
YUTAKA KOMORI. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zu pi lari 
Vorstand : Prof. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 30. Mai. 1926.) 


Trotz zahlreicher Bemiihungen ist es bisher nicht gelungen 
festzustellen, welche Stoffe bei der Ehrlichschen Reaktion die 
Farbung in den pathologischen Urinen, z. B. bei Phthisis, 
Typhus abdominalis und Masern, verursachen, obgleich bekannt 
ist, dass einige auch im normalen Urin vorkommende Sub- 
stanzen Farbungen mit Diazobenzolsulfosiure geben ; dazu ge- 
héren Abkémmlinge des Tyrosins und Histidins, einige Purin- 
basen, sowie die Antoxyproteinsdure. 

Welche Verhdltnisse unter diesen Substanzen bei dem 
positiven Ausfall der Probe obwalten, bedarf noch eingehenderer 
Untersuchung. 

Auf Grund von Fraktionierungsversuchen ist M. Weiss 
(1917) zu der Uberzeugung gelangt, dass die Diazoreaktion des’ 
normalen und pathologischen Harns. sicherlich nicht im wesent- | 
lichen durch freies. Histidin oder Tyrosin und ebensowenig 
durch Oxyphenylderivate bedingt sei. O. Furth (1919) ist nun 
der Meinung, dass die klinische Diazoreaktion pathologischer 
_ Harne nach Ehrlich von der aueh’‘dem normalen Harne eigen- 
tiimlichen Diazoprobe nach Penzoldt: und Pauly scharf unter- 
schieden werden miissen. P. H4ri (1921) kam auch zu derselben 
Uberzeugung. 

Offen geblieben ist nun die Frage, ob die genannte Far- 
benreaktion in den pathologischen Harnen immer nur durch 
eine Substanz verursacht wird oder’ ob dabei mehrere Kérper 
beteiligt sind. 
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Um die chemische Zusammensetzung des Diazoharns bei 
verschiedenen Krankheittn zu vergleichen, habe ich zuerst das 
Studium des Diazoharns bei schwerer Lungentuberkulose unter- 
nommen: Die Resultate der Versuche sollen im folgenden 
mitgeteilt, werden. 

E/XPERIMENTELLES. 


501 des Diazoharns bei schwerer Lungentuberkulose wurden 
mit Essigsdure ganz schwach angeséuert, auf dem Wasserbade 
bis zu diinnem Sirup eingedampft und so lange mit basischer 
Bleiacetatlésung versetzt, bis keine Fallung mehr auftritt. Das 
Filtrat und die Waschwasser wurden vereinigt und auf etwa 
1000 ccm unter vermindertem Druck eingeengt. Das iiber- 
schiissige Blei wurde mit verdtinnter Schwefelséure befreit und 
das Filtrat von Bleisulfat in vacuo eingedampft. Der einge- 
engten Flissigkeit wurde nun kaltgesattigtes Barytwasser zu- 
gesetzt, bis die Fliissigkeit deutlich alkalische Reaktion zeigte. 
Das von dem Baryumsulfat abgetrennte Filtrat wurde mit den. 
Waschwassern. vereinigt, das tiberschiissige Baryum durch Kob- | 
lenséure beseitigt und die unter vermindertem’ Druck stark 
eingeengte Lésung dann tropfenweise in absoluten Alkohol 
eingegossen. Der entstandene weisse Niederschlag wurde ab- 
genutscht und mit absolutem Alkohol sorgfaltig gewaschen. 
Diese Alkoholfallung wurde zur Trennung der Antoxyprotein- 
siure sowie Oxyproteinsdute benutzt und. das Filtrat zur Isolier- 
ung von Hexonbasen, besonders Histidin, sowie anderen Amino- 
siuren reserviert. } 


I. Alkoholfallung. 
(Trennung der Antoxy- und Oxy-proteinsdure.) . 


Die Alkoholfallung wurde in Wasser gelést, von dem 
Baryum durch verdiinnte Schwefelsiure beseitigt, und das mit 
den Waschwiassern vereinigte Filtrat mit Essigsdiure’ schwach 
angesiuert und dann so lange mit 20% Quecksilberacetatlésung 
versetzt, bis sie noch eine Fallung: erzeugte ;, es entstand ein 
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sehr voluminéser weisser Niederschlag. Nach einigen Tagen 
wurde der Niederschlag abgenutscht und mit 20% Queck- 
silberacetatlosung mehrfach sorgfaltig ausgewaschen. Diese 
Niederschlige, die bei der essigsauren Reaktion durch Queck- 
silberacetat gefallt wurden, dienten zur Darstellung der Baryum- 
salze von Antoxyproteinsiure; und das Filtrat dieser Nieder- 
schlige wurde zur Isolierung der Oxyproteinsdure reserviert. 


A. Quecksilberacetatniederschlag bei essigsaurer Reaktion. 
(Trennung der Antowyproteinscure. ) 


Der abgenutschte Niederschlag wurde in Wasser aufgesch-. 
wemmt und mit Schwefelwasserstoff zerlegt, das Filtrat vom 
Quecksilbersulfid wurde durch Eindampfen unter vermindertem 
Druck vom Schwefelwasserstoff vertrieben, weiter zu dickem 
Sirup eingedampft, und dann in absoluten Alkohol unter Um- 
schiitteln eingegossen. Dabei wurden anorganische Salze als 
weisse Niederschlige gefallt; die Antoxyproteinsiure musste 1m 
Filtrate von dieser Fallung gesucht werden. Um die enthaltene 
Essigsiure médglichst zu vertreiben, wurde das alkoholische © 
Filtrat vom anorganischen Salze in vacuo unter Zusatz von 
Schwefelsiure verdampft. Um das Ammoniak zu verjagen, 
wurde der Sirup in Wasser gelést, mit lauwarmem kaltgesittig- 
tem Barytwasser gesittigt und unter vermindertem Druck bei 
niederer Temperatur stark eingedampft. Diese Behandlung wurde 
mehrmals wiederholt. Nach der Beseitigung des Barytiiber- 
schusses mit Kohlenséure sowie der Konzentration der Flissig- 
keit unter vermindertem Druck bis zur Konsistenz eines Sirups 
wurde die Antoxyproteinsiiure durch Eingiessen in konzentrier- 
ten Alkohol als Baryumsalz gefallt. Der entstandene Nieder- 
schlag wurde nun schnell abgesaugt und mit absolutem Alkohol 
sowie Ather getrocknet. Da die gewonnene Substanz sehr 
hygroskopisch war und essigsaures Baryum enthielt, so wurde 
die erhaltene Substanz nochmals in Wasser geldst, der Baryt 
mit Schwefelsiure ausgefiallt, das Filtrat vom Baryumsulfat bei 
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schwefelsaurer Reaktion in vacuo stark. eitigedampft, .und jetzt 
in. konzentrierten Alkohol eingegossen. Die Alkoholausziige 
wurden im Vakuum verdampft, der Riekstand, in Wasser 
gelést und nochmals mit lauwarmem Barytwasser in. das Bary- 
umsalz tibergefiihrt. Nach dem Ausfallen des Barytiiberschusses 
durch Kohlensaéure wurde die Flissigkeit in vacuo zu dickem 
Sirup- eingeengt und dann unter Umschiitteln in absoluten 
Alkohol eingegossen. Dabei fielen weisse Niederschlage aus. 
Auf Grund der Fallbarkeit der Antoxyproteinsiure aus kon- 
zentrierten Lésungen durch Phosphorwolframsaéure Mste man 
die Baryumsalze der Antoxproteinsiure wieder in Wasser. Das 
von dem Baryt mit verdtinnter Schwefelsiure befreite Filtrat 
wurde im Vakuum zu diinnem Sirup eingeengt, mit Schwefel- 
siure versetzt, bis der Prozentgehalt 5% betrug, und dann mit 
konzentrierter Phosphorwolframsiurelésung gefillt. Die*nach 
einigen Tagen: abgesaugten Phosphorwolframsiureniederschlage 
wurden mit 5% Schwefelsiure gewaschen, in einer Reibschale 
mit tberschiissigem Atzbaryt und lauwarmem Barytwasser 
zerrieben; dabei ging die Antoxyproteinsdure als Baryumsalz 
in die Lésung tiber. Dag Filtrat wurde in bekannter Weise 
mit Kohlensiure behandelt und das Filtrat vom Baryum- 
karbonat unter vermindertem Druck zu dickem Sirup -einge- 
dampft und dann in absoluten Alkohol eingegossen. ‘Das 
entstandene Baryumsalz der Antoxyproteinsiure wurde: durch 
wiederholtes Auflésen in Wasser und Umfallen mit: Alkohol 
zur Analyse gereinigt, worauf sie schliesslich mit Ather nach. 
gespult und im Vakuumexsikkator getrocknet wurde.: Die Ge- 
samtausbeute an Baryumsalz dieser Siure betrug 95,5 g. 

Diese Substanz zeigt eine Schwefelbleireaktion, gibt jedoch 
keine Biuretreaktion. Beim Kochen mit einer kleinen Menge 
Millonschem Reagens zeigt sie eine Rotfiirbung, was unter 
Zusatz von grossen Mengen des Reagens nicht der Fall ist. 
Mit der Diazobenzolsulfosiiure gibt sie eine deutliche positive 
Diazoreaktion von Ehrlich. 

Analyse von Baryumsalz der Antoxyproteinsiure : 
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1) 0,2154g Substanz, verbrannt nach Kjeldahl, verbrauchten 
20,10 ccm n/10-H2SO,; entsprechend 13,06 °% N. 
2) 0,0915g Substanz gaben 0,0460g BaSO,,=0,0270¢ Ba; 
entsprechend 29,50 % Ba. 
BaSO, Ba 
233  : 187=0,0460 : x.. x=0,0270 (Ba) 
0,0915:0,0270=100 : x.’ x! =29,50 (%) 

Durch obenerwihnte Analysenzahlen sowie ihre Kigen- 
schaften unterliegt es keinem Zweifel, dass diese Substanz, mit 
der Angabe von Bondzynski und Dombrowski (1905) tiber- 
einstimmend, dem antoxyproteinsauren Baryum entspricht. 


B. Quecksilberacetatniederschlag-aus dem antoxyproteinstiure- 
freien Filtrate bei soda-alkalischer Reaktion. 


(Trennung der Oxyproteinséiure.) 


Nach dem Abtrennen der Antoxyproteinsiiure aus essig- 
saurer Lésung mit Quecksilberacetat, habe ich die Lésung mit 


kaltgesdttigter Natriumkarbonatlésung neutralisiert, und weiter 
- mit Sodalésung so lange versetzt, bis ein weisser Niederschlag 


noch ausfiel. Mit dem Erscheinen eines gelben Niederschlags 
wurde die Fallung unterbrochen. Diese Fallung bestand nun 
zum grissten ‘Teil aus dem Quecksilbersalz der Oxyproteinsiure. 
Das Filtrat wurde zur Isolierung von Hexonbasen und anderen — 
Aminosduren reserviert. Der abgenutschte Niederschlag wurde 
in Wasser suspendiert und durch Schwefelwasserstoff zerlegt, 
das Filtrat vom Quecksilbersulfid unter vermindertem Druck 
zum Sirup eingedampft und dann mit absolutem Alkohol ver- 
setzt, um die anorgantsthen Salze zu beseitigen. Zur Ent- 
fernung der Essigsiure wurden nun die alkoholischen Ausztige 
unter Zusatz von Schwefelsiiure. in vacuo verdampft. Der 
Rickstand wurde in Wasser geliést und mit lauwarmem Baryt- 
wasser tbersittigt. Das Filtrat vom Baryumsulfat wurde dann 
mit Kohlensiure behandelt; nun wurde das Filtrat vom Bary- 
umkarbonat unter vermindertem Druck stark eingeengt und in 
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absoluten Alkohol eingegossen, dabei fielen weisse, nicht be- 
sonders hygroskopische Niederschlaige, welche zum gréssten Teil 
aus dem Bariumsalze der Oxyproteinsiure bestanden. Durch 
mehrfaches Auflésen in Wasser und Umfillen mit Alkohol 
wurde das Baryumsalz zur Analyse gereinigt, schliesslich mit 
Ather nachgespiilt und im Vakuumexsikkator getrocknet. Es 
wog 16,1 g. 

Seine Eigenschaften stimmten mit denen des Praéparats von 
Bondzynski und Gottlieb (1905) tiberein; die Substanz zeigt 
namlich weder Ehrlichsche Diazoreaktion noch Biuretreaktion. 
Sie gibt auch keine Fallung mit PhospeeevenEea eee 
Analyse von Baryumsalz der Oxyproteinsaure : 

1) 0,2346 g Substanz, verbrannt nach Kjeldahl, verbrauchten 

15,20 cem n/10-H2SO,; entsprechend 9,07 % N. 
_ 2) 0,2169 g Substanz gaben 0,1291 g BaSO,, (0, 0716 ¢ aati 
entsprechend 33,01 % Ba. 
233:1387=0,1291:x. -x=0,0716 (Ba) 
0,2169:0,0716=100:x’. x’=33,01 (%) 


‘Tl. Filtrat von Alkoholfallung. 


(Trennung der Monoaminoséuren und Hexonbasen.) 

Das bereits beschriebene Filtrat von Alkoholfallung (I) und 
das Filtrat von Quecksilbersalz der Oxyproteinsdure wurden 
vereinigt, das geléste Quecksilber mit Schwefelwasserstoff be- . 
seitigt, das Filtrat vom Quecksilbersulfid unter vermindertem 
Druck eingedampft und dann mit gasférmiger Salzsaure iiber- 
sattigt, dabei fielen reichliche weisse Niederschlage von Ammon- 
chlorid aus. Die ausgeschiedenen Salze wurden abgetrennt und 
das Filtrat. nach dem Einengen wieder mit gasformiger Salz- 
siure tbersiéttigt. Die gleiche Behandlung wurde so lange 


wiederholt, bis keine weisse Fallung mehr auftritt. 
A. Trennung der Monoaminostiuren durch Estermethode 
nach E. Fischer (1901). 


Die mit Salzsiure gesiittigte Fliissigkeit wurde nun in. 
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vacuo stark eingeengt und in bekannter Weise verestert. Die 
weitere Operation und die fraktionierte Destillation der Amino- 
ester wurden nach dem Verfahren von E. Fischer ausgefiihrt. 
Die fraktionierte Destillation der Ester gab folgendes Resultat : 
Fraktion I und II. bis 100° des Wasserbades 
und 12 mm Druck.... 6,0g. | 


Fraktion III. bis 100° des Olbades und 
0-0,5 mm Druck .... 1,5g. 
Fraktion IV. 100°-180° des Olbades und — 
0-0,5 mm Druck .... 1,0¢. 


Die Verseifung des Esters sowie die Isolierung und die 
Identifizierung der einzelnen Aminosduren erfolgten in der 
tiblichen Weise. 

l-Prolin. Die durch Verseifung des Esters gewonnene 
Lésung wurde zur Trockne eingeengt und der Riickstand mit 
absolutem Alkohol ausgekocht. Die in absolutem Alkohol gut 
lésliche Aminosiure wurde in Kupfersalz tibergefiihrt (0, 1950¢). 

0,1950 g Substanz gaben 0,0540 g CuO, 
ber. fiir (CSHsNO2)2Cu: 21,79 %; gef. 21,94 %. 

Asparaginsiure (0,37 g). 

0,1416 g Substanz verbrauchten 10,50 com n/10-H2SO,, 
ber. fir C.H,O.N: 10,52 9¢ N; gef. 10,38 9¢ N. 

Glutaminsdre. Zur Identifizierung wurde die Saéure in Chlor- 
hydrat verwandelt (0,03 g), das bei 197°-198° schmolz. 

Phenylalanin. Die Ausbeute an Phenylalanin war so gering, 
‘dass ich Abstand von. der. Identifizierung dieser Aminosdure 
nehmen musste. 

Serin. Als. freie otetns isoliert (0,04 g). Es schmolz 
‘bei 205°. 

B. Trennung der Hexonbasen. 

Der von Aminosaureestern durch Ausithern befreite Riick- 

stand wurde zur quantitativen Teen der Hexonbasen 


benutzt. 
Die dickbreiige Masse wurde in wenig Wasser gelést, und 
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mit gasférmiger Salzsiure gesittigt. Die mit gasférmiger Salz- 
siure gesittigte Flissigkeit wurde auf dem Wasserbad zu 
dickem Sirup eingedampft. Von den ausgeschiedenen anorgan- 
ischen Salzen abfiltriert, wurde die konzentrierte Flissigkeit. 
mit Schwefelsiiure versetzt, bis der Prozentgehalt 5 % Schwefel- 
siure betrug, und dann mit Phosphorwolframsiurelésung gefallt. 
Fir die quantitative Bestimmung der Hexonbasen wurde das 
Verfahren von A. Kossel und F. Kutscher (1900) angewandts 
Is ergab sich folgendes : 


Histidinfraktion............0,18 g (als Pikrolonat). 
ATSININ “1 skis oe kina tO OA et leg DibeAyy, 
Lysis... aie oe Bee ae re IS Paka 
Analyse : 
Lysinpikrat. 
0,1564 g Substanz gaben 0,2212 g CO, und 0,1564 g H.0 
Berechnet fiir CsHiN2Oz.CesH3N.0; : Gefunden : 
C 38,40 .% 38,57 % 
H 4,53 % 4,44 % 
Argininpikrat. 


0,0779 g Substanz gaben 0,0944 g CO: und 0,03820 g H.O 
Berechnet fir CsHisN.O2.Cg5H3N307+ 2H.O: Gefunden: 


C 32,80 % 33,04 96 
H 4,78.% 4,59 96 


‘Pikrolonat der Histidinfraktion. 
0,0440 g Substanz gaben 0,0670 g CO: und 0,0224 g H20 


Berechnet ftir CsHyN302°CiHsN.O;: Gefunden : 
C 45,82 % 41,52 % 
H 4,05 % 5,69 % 


Die Analysendaten stimmen also mit dem Histidin nicht tiber- 
ein. Dieses Pikrolonat wurde mit verdtinnter Salzsiure ange- 
siiuert, die Pikrolonsiiure mit Ather entfernt, und die wiisserige 
Lésung zu diinnem Sirup eingedampft. Dieser Sirup zeigt eine. 
positive Khrlich-Buriansche sowie Paulysche Diazoreaktion. 

Die Gesamtmenge der aus 501 des Diazoharns bei Lungen- 
tuberkulose isolierten Antoxyproteinsiure, Oxyproteinsiure, 
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Hexonbasen und Monoaminosiuren ist in folgender Tabelle 
zusammengestellt. 


TABELLE I. 
Antoxyproteinsdure ................ 67,33 g 
Oxyproteingurd.<: «i470 nsw suv oe saan 10,79. 
Delica ee oe Bee 0,15 g. 
ABPALGCINSGULG 5's. elo - wae bh dos st eee 07 2 
ASI BIMINSAUITG (5): > socal esi es oes OLUZAGs 
RELL Sore Act ti sre ee Ane na O04, 
PC ryIRIARUUL. cng eins, Gomis aaeeias 2 oe 
EATS ERAGE as.ce Vint diowe n BY ere + 
PPT aries = kak 170-0 os San eet eS 


DIOR teeta Sieg wu patda ng ee ee OO WET: 
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In the previous paper (1925), I have reported the results 
of my. experiments proving that the alcohol in the normal 
blood and tissues of man and animal must be regarded as a 
product. of cell metabolism. 

The present work deals with the change of r the amount of 
alcohol in the blood and livers of fowls asphyxiated in various 
ways. I have undertaken this experiment for various purposes. 
First I wanted to know how the amount of physiological alcohol 
will change under abnormal conditions in animals and secondly 
I had to elucidate the source of blood alcohol. 

As alcohol is commonly produced in nature by the fermenta- 
tion of sugar, it is reasonable to expect some intimate relation- 
ship. between blood sugar and blood alcohol. mie fact, many 
authors have hitherto ascribed the sugar in the blood and the 
tissues as the source of blood alcohol. 

_ it is, therefore, of great importance in determining the 
source of alcohol to investigate the change in the amount of 
_ blood aleohol under various conditions of animals in which the 
blood sugar increases or decreases. 

Since itis a well established fact that suffocation disturbs 
the metabolism of carbohydrate and enhances the level of blood 
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sugar, I have chose ‘‘ Asphyxia’’ as one of my experimental 
conditions which raises the amount of blood sugar. As far as 
I know, no experiment is recorded in the literature regarding 
the influence of asphyxia upon the physiological blood alcohol, 
though this seems to be very interesting and worthwhile in 
regard to the problem of alcohol production of an animal 
organism as above mentioned. 


I. TECHNIQUE AND MATERIALS OF EXPERIMENTS. 


Fowls were employed as experimental animals, because I 
had begun the previous experiment with this animal. In order 
to asphyxiate them, I employed principally the same procedure 
and technique as Araki (1891) had used in his investigation 
of blood sugar in asphyxiated animals. 

The best method of studying the effect of suffocation upon 
blood alcohol lies in the comparison of the amount of alcohol 
before and after asphyxiation in one and the same animal. 
But unfortunately I have been prevented from taking this 
course of investigation. The quantity of alcohol in blood and 
tissues is very small and no reliable: micromethod exists at 
present for its determination. Though Widmark (1923) has 
recently published a micromethod, I could not obtain any ac- 
curate result with it. The macromethod which I believe to be 
the best and the one employed in the previous work, requires 
at least 20 to 25 cc. blood. Under these circumstances I had 
to omit the determination of alcohol in blood ‘before suffocation, 
because:the bleeding of 20 cc. of blood will cause in fowls a 
disturbance of carbohydrate metabolism by Nheir excitement as 
well as by bleeding itself, as many investigators of experimental 
hyperglycemia have already proved. 

The percentage of alcohol in the normal blood is, however, 
so uniform that 9 determinations gave the results as follows 
(recited from the previous paper). 

The percentage of alcohol in the normal livers is shown 
in table I (b). (recited from the previous paper). 
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TABLE I (a). 


“No. of Fowls. | Weight of Fowls. | Amount of Blood | aicohol 9¢ found. 


used. 
gm. ce. rhe: =& 
1 1800 70.0 0.00270 
2 1100 47.0 0.00288 
3 1400 43.0 : 0.00294 
4 3855, 84.0 0.00284 
di a 1580. 35.0 0.00271 
32 1980 29.0 0.00276 
33 2700 71.5 0.00282 
<3 1170 36.0 0.00271 
43° 1310 39.0 0.00275 
Average 0.00279 


TABLE I (b).. 


No. of Fowls. | Weight of Fowls. | Volume of Livers. Alcohol 9% found. 


gm. cc. ORDO ke 

‘s 1630 23.0 0.00332 
9 2300 27.0 0.00361 
10 2800 35.0 0.00418 
~ it 1620 34.5 0.00367 
2 1920 34.0 0.00350 
18 1880 34.0 0.00376 
17 1580 32.0 0.00356 
33 2700 38.0 0.00897 
38 1170 21.0 0.00557 
42 1310 48.0 0.00450 


Average , 0.00398 
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II. On rue CHANGE oF THE AmouNT oF ALCOHOL IN THE 
Buoop anp Livers oF Fowrs ASPHYXIATED BY 
Means OF CuRARE POISONING. 


Remarkable glycosuria and hyperglycemia are constantly 
observed, when curare is injected under the skin or into the 
‘veins of animals. This discovery was first made by Cl. Bernard 
and many studies have been made with regard to this subject 
by numerous authors. Curare paralyses_ respiratory muscles, 
causing asphyxia of the poisoned animals. 

The technique employed in this experiment is as follows. 

A 2% solution of curare (Merk) was freshly made and a 
certain amount of it injected under the skin of fowls. If-serious 
symptoms were not manifested within a few minutes, the 
injection was repeated till the animal died, carfully observing 
the symptoms. The blood was taken from the carotis as soon 
as the respiration ceased and natr. citr. was added to it as 
anticoagulant. 

The distillation and determination of alcohol were carried 
out in the same way as described in the previous paper. 

The given table shows the results. 


TABLE II. 
No. of Weight of Amount of Alcohol % % found! Aleohol 9 % found 
Fowls. Fowls. Blood used. in Blood. in Livers. 
gm. ce. vo % v.¥ 
27 1830 55.0 0.00345 ~~ 0.0071” 
28 1150 0.00511 
29 1210 81.5 0.00344. 0.00569 
30 1885 44,0 0.00859 0.00633 
31 2000 40.5 0.00357 0.00614 
34 1980 30.0 0.00354 0.00502 


30 1700 35.0, 0,00584 0.00564 


ees 


Average 0.00357 0.00866 
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If the results given in table II are compared with those 
in table I, it will be noticed at once that a considerable and 
constant increase of alcohol percentage occurs in the blood as 
well as in the tissues of animals injected with curare. 


III. On THe CHance or THE Amount oF ALCOHOL IN THE 
Broop AND Livers or Fowis ASPHXXIATED 
WITH COAL-GAS. 


Coal-gas contains a large quantity of carbon-mono-oxide 
which combines with hemoglobin. As CO-hemoglobin is very 
stable and does not function as an oxygen carrier, poisoning 
by CO or coal-gas produces a sort of internal asphyxiation. 

Tt has been known for a long time that marked glycosuria 
appears as a symptom of poisoning by CO. Numerous 
investigators have hitherto made experiments from various sides 
about CO-poisoning. But no report is recorded in the literature 
as to the volatile reducing substance in animals asphyxiated by © 
CO. . an 

Technique: Coal-gas is first led by means of a rubber tube 
into a vessél containing sulphur. acid (ca. 3000 cc.) in order 
to purify the gas from reducing substances such as methyl 
alcohol. The gas is then led to the bottom of Scheibler’s 
apparatus. Sulphuric acid (ca. 4000 cc.) is also put in 
Scheibler’s apparatus for the purpose of absorbing the ethyl 
alcohol given off in the form of vapour by the respiration of 
experimental fowls, thus avoiding the accumulation of alcohol 
vapour in the apparatus. 

The lateral hole of the apparatus is stoppered with a 
caoutchouc cork holding three pores. The first pore is for 
leading in the gas. The second is for leading off the gas from 
the apparatus to the water pump. The third pore is applied to 
lead in the atmospheric air when the animals manifest signs 
of poisoning too quickly. The fowls can be killed at will 
quickly or slowly by regulating the opening of the third ‘pore. 
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The experimental fowl ‘is put on the glass plate in the 
apparatus. “Table III shows the results. 


TABLE III. 


No. of Weight of Amount of ~ {Alcohol % found'Aleohol % found. 


Fowls, ~ Fowls. Blood used. in Blood. in Livers. 
irk’ ra aegbaeeaneta py CC. eevG. We % 
18 2190 42.0 0.00381 0.00468 © 
19 1660 34.0 0.00320 0.00457 
20. 1450 44.0 0.00318 0.00443 
21 2630 75.0 0.00312 0.00466. 
es 2100 60.0 0.00352 0.00523 
23 2800 43.0 0.00358 0.00488 
24 1580 44.0 0.00334 0.00480 
25 1360 36.5 0.00373 0.00548 
26 1430 46.5 0.00355 0.00488 
Average 0.00345 0.00485 


IV. Tue Amount or AncoHoL IN THE BLoop AND 
Livers or Fowrs ASPHYXIATED IN A VESSEL 
STOPPERED AIR-TIGHT. 


~ 


For the purpose of suffocating the fowls, the above men- 
tioned Scheibler’s apparatus, made perfectly air-tight with a 
rubber stopper and vaseline, is employed. The procedure is 
the same as in the foregoing experiment. 

Fowls generally died in the apparatus within 2.30-4.0 
hours. Table TV shows the results. | 


\. 


~ 
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TABLE IV. 
No. of Weight of Amount of Alcohol % found|Aleohol % found 
Fowls. Fowls. Blood used. in Blood. in Livers. 
gm. cc. v.% ve OG 
61 1230 26.5 0.00893 0.00719 
62 2070 52.0 0.00348 
63 1850 53.0 _ 0.00374 0.00481 
64 1270 28.5 0.00329 0.00678 
Average . 0.00361 0.00626 


V. Tue Amount oF ALCOHOL IN THE BLoop AND 
Livers or Kgwrs AspHyXxIATED BY MEANS OF 
POISONING WITH STRYCHIN. Nive. 


In the poisoning by strychnine, a sort of external asphyxia- 
tion is effected by the spasm of respiratory muscles, and it is 
a well known :fact that a-remarkable- hyperglycemia occurs in | 
animals poisoned by strychnine. . 

In this experiment 19¢ solution of strychin. nitr. (Phar- 
macopoeia japonica) was injected hypodermically, and the content 
of alcohol in the blood. and livers taken from the animals 
immediately after their death was determined. 

The results are as follows. | 


TABLE V:, 
No. of Weight of Amount of Alcohol % found|Alcohol % found 
Fowls. Fowls. Blood used. in Blood. in Livers. 
gm. ce. vs % | vend) 
58 1700 52.0 0.00337 “° | 0.00481 . 
54 1870 58.5 0.00308 0.00668 
56 2100 53.5 0.00811 0.00810 
57 1530 33.5 0.00339 0.00848 
58 2280 61.0 0.00325 0.00640 


59 1750 55.0 0.00295 0.00618 


Average : 0.00318 0.00678 
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The fact has been already well established that in the 
blood of animals asphyxiated in various ways or poisoned by 
such substances as strychnine etc. which effect in some way 
the asphyxiations of. poisoned animals, an increase of reducing 
power occurs. This pperoase of reducing power is mainly due’ 
to hyperglycemia. 

But in the re work I Soul proye. the fact that not 
only an involatile reducing substance like sugar but also a 
volatile reducing substance like alcohol increases in the blood 
of asphyxiated animals. 

I believe that this parallelism of RL donde and hy- 
peralcoholemia in the asphyxiated animals bears an essential 
significance for. the elucidation, of the source of physiological 
alcohol in the blood and tissites. 

_ I would, however, postpone the detail discussion about this 
problem until I have thoroughly investigated the behavior of 
blood alcohol in the other experimental conditions, . 


SuMMARY. 


In fowls asphyxiated in various. ways, a remarkable hy- 
peralcoholemia as well as an increase of tissue alcohol. are ' 
constantly observed. 
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BEITRAGE ZUR REVERSIBLEN HAMOLYSE... 
Von 
‘-KANSHI FUKUSHIMA. 


(Aus dér IL med. Klinile, Medizinische Akademie 2u Osaka. 
Direktor: Prof. Dr. 8. Kozawa.) 


‘(Bingegangen am 4. Juni 1926.) 
I. Erverrune, 


~ Schon friher hat S. piro (1916) die Tatsache bemerkt, dass 
das Hamoglobin bei. hypotonischer Hamolysé durch Zusatz von 
Salzlésung ins Stroma wieder zuriicktreten kann. R. Brink- 
mann und A. V. Szent- -Gyérgyi. (1923) haben die Reversion 
des Hamoglobins nicht nur. bei der hypotonischen Hainolyse, 
sondern auch bei der Hamolyse mittels der Linoleinsdure 
und der Erfrierung beobachtet, wenn keine Stromatolyse dabei 
stattfindet. Sie haben auch gefunden, dass etwa 609% des aus- 
getretenen Hamoglobins beim Zusatz von Phosphatlésung wieder 
ins Stroma zuriickkehren konnte. L. Bogendérfer und Halle 
(1924) zeigten, dass die reversible Himolyse auch bei Zusatz 
von Kochsalz stattfinden kann, und dass man das Phinomen . 
beim Blute jeglicher Versuchstiere, z. B. Menschen, Hunden und 
Kaninchen in Kombination von .Haémoglobin und Stromata 
verschiedener d.h. arteigenér und artfremder Herkunft beo- 
bachteh kénne. Brinkmann (1923) behauptet, dass die reversible’ 
Hamolyse nicht als Adsorptionsvorginge des Hiimoglobins auf 
die Oberfliche der Stromata anzgusehen sei, da die Hiimoglobin- 
menge der Erythrozyten'nach den Untersuchungen von Biirker 
(1922) nur der sae aber mobs dem Volum proportional 
sein soll. 

Adair, Barcroft. und, Bocke (1921) untersuchten auch 
das Phinomen bei durch. Dialyse himolysiertem Blute und 
behaupteten, dass der Vorgang kein wirkliches ‘Zuriicktreten in 
die Erythrozyten, sondern eine scheinbare Hamoglobinzunahme 
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durch Wasserverlust und Schrumpfung der Erythrozyten sei. 
Nach L. E. Bayliss (1924) ist die reversible Héimolyse ein 
osmotischer Vorgang. Die eine Klasse, die Bayliss aufstellt, 
ist dadurch gekennzeichnet, dass bei ihr durch Zusatz von 
hypotonischen Lésungen keine eigentliche Hamolyse, sondern 
eine starke Schwellung der Blutkérperchen stattfindet, welche 
makroskopisch das lackfarbige Aussehen geben und unter Salz- 
wirkung zu normaler Grésse und Farbe zurtickkehren kann. 
Bei der zweiten Klasse Blut ist das Hamoglobin infolge der 
libermiissigen Schwellung der Blutkérperchen tatsichlich aus 
denselben ausgetreten, wobei die Stromata ihre Struktur be- 
halten kénnen. Als das Wesentliche der reversiblen Himolyse 
bezeichnet ‘Bayliss (1924) die Schwellung und Schrumpfung 
der Erythrozyten und lIehnt die Notwendigkeit der Annahme 
einer Adsorption des Hamoglobins an die Stromata ab. 

L. Bogendérfer und B. Halle (1924) haben die reversible 
Himolyse mit den sogenannten pachydermischen Blutkérperchen, 
die durch Injektion von Phenylhydrazin erzeugt werden, studiert 
und behaupten, dass die Schwellung und. Schrumpfung der 
Erythrozyten nicht den Hauptfaktor der reversiblen Hamolyse 
bilden, sondern die Adsorptionsvorgiinge in den Vordergrund 
der Erscheinung zu stellen seien. 

W. Starlinger. (1925) hat darauf hingewiesen, dass sich 
die Intensitat der Salzwirkung auf die Reversion der hypotoni- 
schen Hiamolyse nach der Hofmeisterschen Reihe und der 
Wertigkeit derselben verhalt. Die zugesetzten Kationen sollen 
sich an die elektronegativen Stromata direkt binden und die 
dadurch umgeladenen elektropositiven Stromata nehmen das 
durch das Anion negativ aufgeladene Himoglobin zu_ sich. 
Da die Meinungen tiber das Wesen der reversiblen Himolyse 
so-geteilt sind, habe ich die folgenden Experimente ausgefiihrt, 
um den Mechanismus des. Phainomens zu verfolgen. 


Il. MertHopiscHEs. 


Man zentrifugiert das durch Herzpunktion gewonnene de- 
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fibrinierte Kaninchenblut sofort, abpipettiert das obenstehende 
Serum, wischt es viermal mit physiologischer Kochsalzlésung, 
deren Menge genau dem abpipettierten Serum entspricht, eid 
verdiinnt es endlich mit der Kochsalzlésung zu anféinglicher 
Blutmenge. In eine bestimmte Menge von dem in dieser Weise 
bereiteten Erythrozytenkochsalzlésungsgemisch setzt man eine 
bestimmte Menge von Aqua dest. zu, und lasst eine Hamolyse, 
und zwar eine Haimoglobinolyse, aber keine Stromatolyse statt- 
finden, was man durch die Anderung der Stromatascheiben 
unter dem Mikroskop bei der Farbung mit Methylviolett oder 
mit Tusche, die schon yon R. Brinkmann und A. Y. Szent- 
Gyoérgyi (1923) benutzt worden ist, gut konstatieren konnte. 

In die bestimmte Menge dieses himolysierten Blutes setzt 
man eine gewisse Menge der hypertonischen Phosphatlésung zu, 
indem man es in den isotonischen Zustand bringt. Dann lisst 
man sie im Thermostat (37.0°C) stehen. Nach Verlauf einer 
bestimmten Zeit teilt man sie mittelst der Zentrifuge zu oben- > 
stehender Hamoglobinlésung und unterliegenden Stromata ein, 
und die Hiaimoglobingehalte der beiden ‘Teile werden mittelst 
des Sahlischen Hamoglobinometers bestimmt. Die unterlie- 
genden Stromata wischt man mehrmals mit isotonischer Phos- 
phatlésung aus und bestimmt die Hamoglobingehalte in den 
Waschfliissigkeiten und im Niederschlag. 


III. VERSUCHSRESULTATE. 


Experiment I. 


Man setzt 16.0 ccm Aqua dest. auf 10.0 ccm Blutkérper- 
chenaufschwemmung zu und nimmt eine bestimmte Menge von 
diesem himolysierten Blute in 2 Glaschen (A u. B). 

A) Dem A-Glischen setzt man 10.0 ccm hypertonischer 
Phosphatlésung zu, indem man diese Mischung in den isotoni- 
schen Zustand bringt. 

B) Das B-Glaischen dient zur Kontrolle. Man zentri= 
fugiert es sofort. 
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(A) 


Hamolysiertes Blut 10.0 ccm, 
hypertonische Phogphatlés. 10.0 ccm. 


ieee ee 


Hb-Wert in den. gesamten Hb-Wert in den gesamten 
obenstehenden Fliissigkeiten. Stromata. 
13440.0 16231.0 


ee 


Hb-Wert in den gesamten Hb-Wert des 


Wasch-Fliissigkeiten. Niederschlages. 
12962.0 279.0 
(B) 
Kontrolle 


Hamolysiertes Blut 10.0 ccm. 


Hb-Wert in den gesamten Hb-Wert in den gesamten 
obenstehenden Fliissigkeiten. Stromata. 


21750.0 4030.0 


Hb-Wert in den gesamten Hb-Wert des 


Wasch-Fliissigkeiten. Niederschlages. 
2258.0 31.5 
(A) 


Hamolysiertes Blut 10.0 cem, 
hypertonische Phosphatlés. 10.0 ecm. 


a a 


Hb-Wert in den gesamten Ilb-Wert in den gesamten 
obenstehenden Fliissigkeiten. Stromata. 
8968.0 3v000.0 


Hb-Wert in den gesamten Hb-Wert des 
Wasch-Fliwsigkeiten. Niederschlages. 


23208.0 137.0 
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(B) 
Kontrolle 
Hamolysiertes Blut 10.0 ccm. 


Hb-Wert in den gesamten Hb-Wert in den gesamten 
obenstehenden Fliissigkeiten. Stromata. 
16225.0 15975.0 


ee a 


-Hb-Wert in den gesamten Hb-Wert des 
Wasch-Fliissigkeiten. Niederschlages. 
13695.3 55.0 


(Um die Zahl des Hb-Werts guszudriicken, hat man den nach dem 
Sahlischen Himoglobinometer geméssenen Wert, der nur die Hamoglobin- 
menge in 20 cmm der Fliissigkeit zeigt, mit der gesamten Fliissigkeitsmenge 


muultipliziert.) 

Die Menge des Hamoglobins der oberen klaren Flissigkeit 
beim Zusatz des Phosphates ist, wie man aus den Tabelle 
sehen kann, deutlich geringer als die der Kontrolle (B), wihrend 
dabei der Hamoglobingehalt der Stromata und der Wasch- 
fliissigkeiten reichlicher als die der Kontrolle (B) ist. 

Aus, diesen Resultaten kann man wohl annehmen, dass das 
Hamoglobin, welches bei der hypotonischen Hamolyse von 
Stromata befreit worden ist, durch Zusatz von Phosphaten 
wieder in die Stromata hineintritt oder an den Stromata 
anhaftet. 


Experiment II. 


Um zu wissen, ob wirklich die reversible Himolyse durch 
Schrumpfung der Erythrozyten, die vorher durch Hypotonie 
angeschwollen sind, verursacht sei, habe ich mittels der hyper- 
tonischen non-elektrolytischen Rohrzuckerlésung folgende Ex- 
perimente ausgefiihrt. 

Eine bestimmte Menge des in oben beschriebener Weise 
vorbereiteten himolysierten Blutes nimmt man in 3 Glischen 


CA, B an-C). 
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A) Auf 5.0ccm hamolysierten Blutes setzt man 5.0 ccm 
hypertonischer Phosphatlésung zu, und lasst diese Mischung den 
isotonischen Zustand behalten. 

B) Auf 5.0ccm hamolysierten Blutes setzt man 5.0 ccm 
hypertonischer Rohrzuckerlésung (Kahlbaum) zu, indem man. 
diese Mischung in den isotonischen Zustand bringt. 

C) 5.0 ccm himolysierten Blutes zentrifugiert man sofort 
und braucht es zur Koutrolle. 


(A) 


Hamolysiertes Blut 5.0 ccm, 
hypertonische Phosphatlés. 5,0 ccm. 


Sees he ae ee 


Hb-Wert in den gesamten Hb-Wert in den gesamten 
obenstehenden Filiissigkeiten. Stromata. 
9000.0 12040.0 


[i 8 as 


Hb-Wert in den gesamten Hb-Wert des 


Wasch-Fliissigkeiten. .  Niederschlages. 
10313.0 1925.0 
(B) 


Hamolysiertes Blut 5.0 ecm, 
hypertonische Rohrzuckerliés. 5.0 ccm. 


2 ee 


Hb-Wert in den gesamten Hb-Wert in den gesamten 
obenstehenden Flussigkeiten. Stromata. 
19270.0 4590.0 


at oe 


Hb-Wert in den gesamten Hb-Wert des 
Wasch-Flissigkeiten. Niederschlages. 
2668.0 500.0 
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(C) 


Kontrolle 
Hamolysiertes Blut 5.0 ccm. 


ee nh ee 


Hb-Wert in den gesamten Hb-Wert in den gesamten ~ 
obenstehenden Fliissigkeiten. Stromata. 
18500.0 4647.5 


se 


Hb-Wert in den gesamten Hb-Wert des 
Wasch-Fliissigkeiten. Niederschlages 
2437.0 562.5 


(Um die Zahl des Hb-Werts auszudriicken, hat man den nach dem 
Sahlischen Himoglobinometer gemessenen Wert, der nur die Hamoglobin- 
menge in 20 cmm der Fliissigkeit zeigt, mit der gesamten Fliissigkeitsmenge 
multipliziert. 


IV. EPpiKrise. 


Wie man aus diesen Tabellen sehen kann, zeigt sich ein 
deutlicher Unterschied zwischen Rohrzucker- und Phosphat- 
zusitzen inbezug auf die Verteilung des Hamoglobins ins 
Medium und in Stromata. Der Zusatz von non-elektrolytischer 
Rohrzuckerlésung hat keinen Einfluss auf die Reversion des 
Hamoglobins, weil der Himoglobingehalt der obenstehenden 
Flissigkeit und des Niederschlages keine wesentliche Verdinder- 
ung zeigen. . 

Aus diesen Resultaten kann man wohl annehmen, dass 
das zugesetzte Phosphat eine wichtige Rolle auf den Vorgang 
der Reversion des Hamoglobins bei der hypotonischen. Himolyse 
spielt. 


V. Scutuvss. 


I) Das Phinomen, dass das Himoglobin, das bei der 
hypotonischen Himolyse von den Stromata befreit worden ist, 
wieder zu den Stromata zuriickkehren kann, beobachtet man 
beim Zusatz von Phosphatlésung, nicht: aber von Rohrzucker- 
lésung. | 
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II) Die Reversion muss man als die Wirkung der Elek- 
trolyten betrachten, die das Hamoglobin bei sich halt, und die 
entweder an den Stromata anhaften oder in sie hineindringen 
k6nnen. . 

II) Die Reversion des Hamoglobins-unter dem Zusatz der 

Salzlésung kann man nicht durch Schrumpfung der Erythro- 
zyten, die bei hypotonischem Medium angeschwollen sind, 
erklaren, weil der Zusatz der hypertonischen Rohrzuckerléssung 
keinen Einfluss auf den Hamoglobingehalt der Erythrozyten 
hatte. ; 
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Ever since the publication of the analytical studies on — 
Chinese edible birds’ nests (1,2) interest was aroused in the 
chemical compositions of some of the.commoner varieties of 
Chinese delicacies. Among these are shark’s fins, which ‘were 
chosen for study in this paper not only because of the ease with 
which they can be prepared in a form suitable for analysis but 
also because of the fact that they are commonly used in ban- 
quets of the wealthy and are quantitatively more important 
than most other delicacies. 

‘“The dried fins of sharks (and of rays) fori in India and 
China an important article of trade, the Chinese preparing 
gelatin from them, and using the better sort for culinary pur- 
poses. They are assorted in two kinds, viz., ‘white’ and. 
‘black’. The former consists exclusively of the dorsal fins, 
which are reputed to yield more gelatin than the other fins. 
The pectoral, ventral and anal fins constitute the black sort; 
the caudal are not used.’’ 

Previous to their arrival on the market the raw fins are 
boiled for half an hour, the skin is scraped off, and the fins 
are boiled untjl they fall to pieces. The fin is separated from 
meat; skin and bone and is then dried and sold. 


* An abstract of this paper was read before the Sixth Congress of the Far 
Eastern Association for Tropical Medicine, Tokyo, October, 1925. 
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MATERIAL USED FOR STUDY. 


The material as purchased from the market was in the 
form of dry and hard shredded sheets, yellowish and slightly: 
translucent. They appear, as our later analyses show, to be 
nothing. but protein. — , 

When the dry fins were soaked in water overnight they 
disintegrated and at least two distinct parts could be made out 
and separated from each other. They consist of yellow fibres, 
from one to two or more inches long and of a spindle shape, 
embedded in white opaque tissues. The separation could be 
readily made by hand. The yellow fibres are fairly tough in 
consistency and slightly translucent. For the sake of con- 
venience the yellow fibres will be referred to in this paper as 
‘“ Substance A’’ and the white tissues as ‘‘Substance B’’. 
“Substance A’’ alone will be studied. 

After preliminary. drying at 110° they were reduced to 
powder. The ‘average ratio of the dry weight of ‘‘ Substance 
A’’ to “Substance B’’ was as 3 to 1. The dry powder was 
quite hygroscopic. 


GENERAL PROPERTIES OF THE MATERIAL. 


That “‘ Substance A’ consists mainly of protein was shown 
by its reactions. It was positive to Millon’s, xanthoproteic 
and biuret tests, but negative to Hopkins-Cole’s reaction. 
A sample hydrolysed with hydrochloric acid was negative to 
Molisch’s and Folin-McEllroy’s tests, showing that it 
does not contain any carbohydrate group and cannot therefore 
be a glycoprotein. Phosphorus and lead-blackening sulphur 
were found to be present in small quantities. 

The dry material dissolved to an appreciable extent in 
boiling water and 10% sodium chloride. It was also slightly 
soluble at room temperature in the following solutions after 
standing overnight :—0.1 N sodium hydroxide, 0.1 N hydro- 
chloric acid, 5% sulphuric acid (by volume), 10% sodium 
chloride and distilled water. Complete solution took place in 
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5% .sodium hydroxide within two and half hours at room 
temperature, giving a yellow solution. 

Its slight solubility in water is not without significance, 
since preliminary preparation of the material involved soaking 
in water. Although the amount of material lost through solu- 
tion in water could not be large yet the substance used for 
analysis could not properly be considered as containing all of 
its constituents in their entirety. This drawback detracts some 
of the theoretical significance which might otherwise have been 
attached to our analytical data, but we trust that our results 
would still be of some value from the standpoint of a nutri- 
‘tional chemist. 


PRELIMINARY ANALYSES. 


An approximate analysis by the usual technique of food 
analysis seemed to indicate that the substance consists of prac- 
tically nothing but proteins. It is fat-free but contains 0.849% 
ash and 17.18% nitrogen, both of which were calculated on the 
dry basis. Sulphur and phosphorus were also determined. A 
summary of results of these analyses is given in Table I. 


TABLE I. 
Preliminary analyses of Shark’s fins. 


Total nitrogen 17.18% - 
Fat 0 
Carbohydrate 0 

Ash 0.84 
Total sulphur 0.70 
Phosphorus 0.01 


The methods employed are as follows :—Kjeldah. for total 
nitrogen, Denis’ modification (4) of Benedict’s method (5) 
for total sulphur, and Baumann’s method (6) for phosphorus. 
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Nitrogen Distribution. — 


The results of preliminary analyses clearly indicate that 
the substance under examination would lend itself readily to 
the determination of nitrogen distribution. The exceptionally 
low phosphorus content precludes the presence in any significant 
quantity of pugine and pyrimidine bases which would interfere 
with the accuracy of our data. 

For nitrogen distribution we used Van Slyke’s method 
(7) with some modifications. The more important of these are: 
(a) the time for ammonia distillation was prolonged, and (b) a 
simple arrangement was substituted for Folin’s tube in arginine 
determination. The results are given in Table II. 


TABLE II. 


Nitrogen Distribution of Shark’s Fins. 


Average 
; pore 
or 
I II Average | . olubility 
‘of 
: bases 

a a re it aad be a 
Ammonia N ' 3.76 ‘8.76 3.76 3.76 
Melanin N 0.59 0.53 0.56 0.56 
Cystine N 0.73* 0.73* 0.73*) 0.73* 

" Arginine N 6.30 6.22 6.26 | | 7.06 
eles 30.2 30.3 30.2 |. 32.1 
Histidine N 14.52 14.25 14.29 15.23 
Lysine N ¥ 8.78 9.09 : 8.93 9.07 


Amino N of the filtrate 54.8 54.0 54.4 | 52.7 
f63.1 fo2.5 62.8 60.9 
Non-amino N of the filtrate] 8.3 

Total regained 97.65 97.09 » 97.32 97.32 


* By a modification of Folin-Looney’s colorimetric method (8). 
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Cystine, Tryptophane and Tyrosine. * 


Cystine, tryptophane and tyrosine were determined in separate 
samples by Folin and Looney’s colorimetric methods (8) for 
these amino acids. The method for’cystine was slightly modified 
as described in the experimental section of this paper. Jones, 
Moeller and Gersdorff (9) found that the original cystine 
method (8) yields values in close approximation to those obtained 
by the sulphur determination. 

It was found that the substance contains 3.639¢ tyrosine 
or 0.163% tyrosine nitrogen but only an insignificant amount 
of tryptophane. 


Experimental. 
PREPARATION OF MATERIAL. 


About 100 gm. (three or four pieces) of the dry fins (as 
purchased from the market) were rinsed with tap water and 
then soaked in distilled water overnight. The yellow and white 
fibres were carefully separated by hand, thoroughly washed 
with water, dried at 110° overnight, and then weighed. ‘‘ Sub- 
stance A’ or the yellow fibres turned slightly brown and horny 
upon drying. They were reduced to a powder only with some 
difficulty and then dried over sulphuric acid for several days. 
This partially dried powder furnished the material for different 
analyses. For the determination of total nitrogen and ash a 
separate sample was dried to constant weight at 110°. The 
drying process took four or five weeks as the substance was 
quite hygroscopic. 


DErERMINATION OF SULPHUR. 


Two portions of about one gram each of ‘‘ Substance A ’’, 
partially dried over sulphuric acid, were boiled separately in 
Kjeldahl flasks fitted with ‘‘test-tube condensers ’’ with 20 ce. 
of 20% hydrochloric acid for about half an hour when complete 
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solution took place. No evolution of hydrogen sulphide was 
detected during this process. A few particles were found to be 
attached to the upper part of the flask and escaped dissolution. 
The digestion mixtures were accordingly each diluted with 40 
ce. water, thoroughly mixed and then filtered to remove the 
suspended particles. The filtrates were each diluted to 100 cc. 
and duplicates of 20 cc. were taken for nitrogen determination. 
Two portions of 25 cc. were taken from each flask and analyzed 
‘by the method of Denis (4). The figures were averaged and 
corrected for blanks. The results are given in Table III. 


TABLE III. 
‘Sulphur in Shark’s Fins. 


1 2 
Sulphur mg. 6.21 ° 6.81 
Total Nitrogen zamg. | 157.4 163.9 
“Substance A’* ~~ mg. 916 : 954 
Total Sulphur % 0.68 0.71, 


Average % 0.70 


*Substance A” was calculated by dividing “Total nitrogen mg.’ by 
17.18%. wie”; 


The correctness of the above analyses were checked further 
by running controls on standard cystine solutions containing 
about the same amount of hydrochloric acid as was calculated 
to be present in the above analyses. This would remove any 
objection as to the presence of too much hydrochloric acid in 
the mixture for ignition. 

It is interesting to note that the average value for cystine- 
sulphur (calculated from cystine) is only 0.31% or about half 
of the value for total sulphur. 
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DETERMINATION OF PHOSPHORUS. 


In our determination of phosphorus we met with some 
difficulty. Unsatisfactory results were obtained with the follow- 
ing methods;— Pemberton-Neumann’s method as described 
in Mathews’ (10), the same method so modified that Briggs’ 
colorimetric method for phosphate (11) was substituted for titra- 
tion and the gravimetric method of Jones and Perkins (12). 
Our failure with these methods was due largely to the excep- 
tionally low phosphorus content of our material, but especially 
to a relatively large amount of phosphorus in our reagents. We 
finally availed ourselves of a technique recently modified by 
Baumann (6) in which ashing was accomplishéd with aid of 
concentrated hydrogen peroxide and sulphuric acid and the 
oxidized phosphorus estimated by means of Bell and Doisy’s 
colorimetric method (13). ‘‘ Perhydrol’’ was used in place of 
‘‘ superoxal’’? which was recommended by Baumann. The 
former contained so little phosphorus as to render purification 
by redistillation quite unnecessary. 

1 gm. “substance A ’’ was boiled with 20 cc. 52¢ sulphuric 
~ acid (50 cc. conc. sulphuric acid diluted to 1 liter) until com- 
plete solution took place. The hydrolyzate was filtered and 
diluted to 100 cc. Four portions of 25 cc. each of the dilute 
solutions were placed in large test tubes and evaporated to 
dryness on the water bath. The rest of the procedure was the 
same as described in Baumann’s article (6). 

The figures obtained for phosphorus were as follows: 0.04, 
0.05, 0.02 mg., averaging 0.03 mg. P in 25 cc. of 1% solution 
or 0.12 mg. P in approximately 1g. of “‘ substance A’’. These 
analyses must be regarded as tentative, but they suffice to indicate 
that the substance under examination must contain very little, 
if any, phospho- or nucleo-proteins. 


NirrroGen DistriBurion. 


Some departures from the original directions of Van Slyke 
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(7) were foutd to be necessary, owing largely to the lack of 
necessary facilities. They are as follows: 

(1) Hydroehloric acid was not removed prior to ammonia 
distillation. This is in accordance with the direction by Plim- 
mer (14). = 

(2) Alcohol was sometimes omitted in ammonia distillation. 
since some samples werg found to contain ammonia, and since 
foaming did not result’as a consequence of that omission. 

(3) Ammonia was distilled in ordinary distilling flasks 
instead of Claissen flasks. The half-an-hour period prescribed 
by Van Slyke was found to be insufficient under such circum- 
stances. Hence distillation was repeated until little or no 
ammonia came over. Our later analyses with the aid of Claissen 
flasks still showed the necessity of a more prolonged period for 
distillation. . 

(4) The phosphotungstic acid for the precipitation of bases 
was prepared according to the direction of H. Wu (15). 

(5) On more than one occasion ammonia was detected in 
the distillate during the concentration of the aqueous solution 
containing the bases, although subsequent analyses of another 
protein failed to confirm this finding. However, we are still 
inclined to think that at least part of the unrecovered nitrogen 
(see Table II) could probably be accounted for by the ammonia 
lost with the distillate. In one set of analyses (which yielded 
incomplete results and are therefore not reported) the aqueous 
distillate was acidified with sulphuric acid, concentrated to a 
small volume, and nesslerized. Its ammonia nitrogen was 
determined colorimetrically and was found to be about 1 mg. 
Although this quantity is comparatively insignificant, yet it is 
very probable that a large part of the vapor escaped condensa- 
tion. 

(6) Van Slyke’s apparatus for the determination of 
arginine nitrogen was modified as follows (Fig. 1):— Folin’s 
tube was replaced by an, Erlenmeyer flask (containing the 
necessary volume of standard hydrochloric acid, usually about 
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15 cc.) into which was dipped a 75 cc. pipette 
with part of its tip cut off. The pipette was 
placed with the larger end pointed downward, 
while the smaller end was connected with 
a Liebig condenser by means of glass and 
rubber tubings. 


DETERMINATION OF CYSTINE. 


Folin and Looney’s colorimetric me- 
thod for cystine (8) had been used in this 
laboratory for some time. Prof. H. Wu 
and Miss Helen R. Downes were good 
enough to furnish the writer with the fol- 
lowing information :— 

(1) The ‘‘5%” sulphuric acid was 
prepared by diluting 5 cc. sulphuric acid to 
100 cc., the original paper making no mention 
whether the percentage was by weight or 
volume; (2) before developing the color 
Fig. 1 Arrangement forgulphuric acid should be added to the 
Arginine Determination .+4ndard solution so that the acid contents of 
the standard and the unknown solutions are the same; and (8) 
the humin matter resulting from hydrolysis should be removed by 
boiling the hydrolyzate with blood charcoal on water bath, filtering 
through a dry filter and using the clear filtrate for analysis. 
The necessity of decoloration seems to have also been felt by 
Summer and Graham (16). In the course of this work we 
found another source of error in over-shaking of the solution 
after the addition of sodium sulphite. Appropriate experiments 
have shown that from 5 seconds to 5 minutes’ shaking would 
cause a decrease in the intensity of color to from 95 to 35,5 
of its original value. 

The conditions for decoloration have also been more care- 
fully worked out, centrifugation being substituted for filtration. 

The method used in this work is as follows :—Approxi- 
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mately: 1 gm. of acid washed blood charcoal was added to 50 cc. 
“‘unknown’’ hydrolyzate in a 200 cc. Erlenmeyer flask and 
the suspension was mixed. by gentle rotation. The flask (fitted 
now with a cork) and its contents were tared to the second 
decimal place. The mixture was then gently boiled over a 
micro-burner for exactly two minutes. After cooling under tap 
the flask was weighed again, and the water lost during boiling 
was replaced. The suspension was then thoroughly mixed by 
gently rotating the flask, and then transferred to a centrifuge 
tube. From 15 to 20 minutes’ centrifugation at a moderate 
speed was found to be sufficient. The slight color of the super- 
natant fluid due to the presence of small amounts of either 
humin or carbon particles did not interfere with the color 
reading. This modified method when applied to a known 
amount (50 mg.) of cystine added to 3g. of gelatine hydrolyzed 
in the presence of some tryptophane gave an average recovery 
of 95.6%. 

For the determination of cystine in shark’s fins, 3 gm. of 
the partially dried substance were hydrolyzed for 20 hours. 
Duplicates of 10 cc. each of the hydrolyzate were used for the 
determination of total nitrogen. A suitable amount of the same 
was taken for cystine determination. The results are given in 
Table IV. 


TABLE IV. 
Cystine in Shark’s fins. 


1 2 
Cystine mg 31.6 31.7 
Cystine N mg 3.68 3.70 
Total N mg 503.3 503.3 
Cystine N % 0.732 0.734 
Cystine S mg : 8.42 8.45 


Cystine S in Shark’s fins % 0.29 0.29 
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SuMMARY. 


The main constituent of shark’s fins, a Chiniese delicacy, 
was analyzed with reference to its nitrogen distribution and to 
its content in cystine, tyrosine, tryptophane, sulphur and phos- 
phorus. Special efforts were made to check up the accuracy of 
the different methods employed. 

No conclusion was drawn in regard to the nature of the 
protein or proteins analyzed. If gelatine formed one of the 
constituent proteins it could not be the only one present. 

The substance analyzed is an “‘incomplete’’ protein from 
the standpoint of nutrition since it lacks tryptophane. 

The author wishes to express his indebtness to Prof. Hsien 
Wu and Miss Helen R. Downes for their helpful suggestions. 
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-BEEINFLUSSUNG DER LEBERARGINASEWIRKUNG 
DURCH AUSSERE FAKTOREN. 


Von 


SABURO HINO. 
(Aus der biochemischen Abtcilung des Institutes fir Infektionskrankheiten der 
Universitét zu Tokio. Vorsiand: Dr. Kohmoto.) 
(Eingegangen am 25. Dezember 1925). 


Seitdem A. Kogsel und Dakin™ 1904 entdeckt haben, 
dass das Arginin durch die Arginase in der Leber sehr leicht 
und in kurzer Zeit in Harnstoff und Ornithin gespalten wird, 
wurden verschiedene Untersuchungen dariiber veréffentlicht. 

Als dieses Ferment zuerst entdeckt wurde, hat man es 
ausser in der Leber; in Nieren, Darmschleimhaut, Muskeln, 
Milz, Stierhoden™ etc. nachgewiesen. Darnach wurde durch 
die Nachpriifung von A. Clementi® und §. Edlbacher™ 
die Arginase &ine Zeitlang als ein Ferment bezeichnet, welches 
nur in der Leber der Tiere ausser Végeln und Reptilien vor- 
komme, aber es wurden im vorigen Jahr von Hunter und 
Dauphinée® ‘Untersuchungen, dann in diesem Jahr von 
Edlbacher und Bonem™ sowie auch von Sendju” Nachprii- 
fungen angestellt, die ein Resultat ergaben, welches mit dem- 
jenigen bei der ersten Auffindung des Fermentes durch Kossel 
und Dakin beinahe iibereinstimmte, d. h. dass sich die Argi- 


I) A. Kossel und Dakin; Zeits. physiol. Chem. 41, 321 (1904); 42 
181 (1904). 

2) Sh. Mihara; Zeits. phys. Chem. 75, 443 (1911). 

3p As Clementi: ; Nach Oppenheimers Die Fermente und ihre Wirk. 
Lief, VI, S. 743 (1925). 

4) Edlbacher; Zeits. physiol. Chem. 95, 81 (1915). 

5) Hunter and Dauphinée; Proc. Roy. Soc.. London. 97, (1924). 

6) Edlbacher und Bonem; Zeits. phys. Chem. 145, 69 (1925). 

7) Sendju, Y; J. Bioch. 5, 229 (1925). 
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nase in der Leber, dann in den Nieren, Hoden, ferner in der 
Leber der Végel reichlich finden lasst, bei welch letzteren Tieren 
ihre Anwesenheit friiher in Abrede gestellt worden war. 

In Blut und Galle konnte nach den bisherigen Unter- 
suchungsergebnissen keine Arginase nachgewiesen werden. 
Frither habe ich” bestatigt, dass der Pankreassaft und ein 
Gemisch von diesem und dem Darmsaft auf das Arginin nicht 
zersetzend wirken. | 

Felix und Tomita® konnten durch Durchblutungsver- 
suche an den Katzenlebern erweisen, dass das Arginin im Blut 
in Harnstoff und Ornithin zerlegt wird, und Felix und Mo- 
rinaka™ noch einen Schritt weiter gehend, dass das bei der 
tryptischen Verdauung frei gewordene Arginin durch die Darm- 
wand passiert und in das Blut resorbiert wird, ferner konnten 
sie den Ablauf bis zur Bildung des Harnstoffs im intermedidren 
Stoffwechsel aufklaren. 

Also muss die Leberarginase, welche eine der zum Aufbau 
der Eiweisstoffe unentbehrlichen Aminosiuren, das Arginin, 
spaltet, als ein Ferment von fiir den Intermediarstoffwechsel 
wichtiger Bedeutung betrachtet werden. 

Indessen liegen Ergebnisse der Unter chuneen tiber die 
Eigenschaften und tiber die kinetische Seite dieses Fermentes 
nur in geringer Anzahl vor. Edlbacher“ fand, dass bei der 
neutralen Reaktion die Phosphate beférdernd und das Ca- und 
Mg-ion hemmend auf die Reaktionsgeschwindigkeit dieses Fer- 
mentes wirken. Gross zeigte bei seinen Untersuchungen, 
dass das Ornithin, ein Spaltungsprodukt des Arginins, die 
Wirkung dieses Fermentes hemmt. Hunter und Morell® 
erforschten zuerst die optimale Wasserstoffionen-Konzentration. 


1) Hino; Zeits. phys. Chem. 133, 100 (1924). 

2) Felix und Tomita; Zeits, phys. Chem. 128, 40 (1923). 

3) Felix und Morinaka; Zeits. phys. Chem. 132, 152 (1923). 

4) Edlbacher; Se ,, 100, 111 (1917). 

5) Gross; ‘ 4 112, 236 (1921). 

6) Hunter and Morell; Prod. Roy. Soc. Canada. (3) 16, 75 (1922). 
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Das ergab PH. 7.0, aber die darnach von Hunter und 
Dauphinée dariber angestellte Untersuchung PH. 9.8. Edlba- 
cher und Bonem™ gelangten durch die in diesem Jahre vor- 
genommenen Nachprifungen zu fast denselben Ergebnissen: 
(PH. 9.5-9.8), wie von ihnen mitgeteilt wurde. 

Dass die Arginase in den Fortschritten ihrer Untersuchungs- 
ergebnisse hinter den anderen Fermenten zuriickbleibt, kénnte 
einerseits davon herriihren, dass sie erst vor kurzem entdeckt 
wurde, aber auch anderseits noch davon, dass das Arginin zur 
Zeit im Handel nicht zu bekommen ist, und sich nur umstind- 
lich herstellen lisst, so dass dazu eine gewisse Ubung erforder- 
lich ist. 

Neuerdings ist von Kossel und Gross™ ein neue Darstel- 
lungsweise des Arginins publiziert und dadurch die Herstellung 
einigermassen erleichtert worden, sodass meiner Meinung nach 
Untersuchungen dariiber bequem geworden sind. 

Uber die Leberarginase, welche fiir die Leberfunktion und. 
den intermediaren Hiweissstoffwechsel von wichtiger Bedeutung 
ist, und deshalb einer eingehenden Untersuchung unterworfen 
werden muss, liegen nur spirliche Versuchsergebnisse vor, so 
dass die Frage dariiber noch eine offene ist. Das hat mich 
veranlasst, um einen Beitrag zu den Studien iiber die Eigen- 
schaften der Leberarginase zu liefern, tiber die Beeinflussung 
der letzteren durch physikalische und chemische Bedingungen 
folgende verschiedene Versuche anzustellen. 


I. DarstTELLUNGSWEISE DES UNTERSUCHUNGSMATERIALS. 


A. Darstellungsweise des d-Arginins. 

Das zur Untersuchung verwendete d-Arginin habe ich aus 
dem Arachin, dem Globulin von Arachis hypogae, hergestellt. 
Nach der Mitteilung von Johns und Breese Jones™ enthiilt 


1) Edlbacher und Bonem; Zeits. phys. Chem. B. 145, 69 (1925). 
2) Kossel und Gross; Zeits. phys. Chem. 135, 167 (1924), 
3) Johns and Breese Jones; Journ. Biol. Chem. 36, 491 (1918). 
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das Arachin 13.9% Arginin. Nachdem ich das Arachin durch 
Salzsiure hydrolytisch spalten liess, habe ich nach dem bekann- 
ten Silber-Barytverfahren von Kossel und Kutscher™ Ar- 
gininkarbonat dargestellt, dann weiter zu seiner Reinigung 
Argininpikratkristalle, welche ich umkristallisieren liess und 
dann trocknete. Die Messung ihres Schmelzpunktes ergab 206°, 
also einen mit dem in der Literatur angegebenen (205-206°) 
tibereinstimmenden. Darauf wurden die -Kristalle mit Schwe- 
felsiure versetzt, durch Ather von der Pikrins&ure und durch 
gesittigtes Baryt von der Schwefelsiure befreit, dann durch 
ihre Lésung nach Zusatz des Barytes im. Uberschuss bis zur 
schwach alkalischen Reaktion Kohlensdure geleitet, filtriert, 
das Filtrat auf dem Wasserbade eingeengt; nach Kristallisierung 
bekommt man gereinigtes Argininkarbonat. 

Dieses Argininkarbonat wird bei der Untersuchung zu ca. 


1.5 % in Wasser gelést und mit *. Salzsiure gegen Lackmus- 


‘papier genau neutralisiert, und zwar unter Zuhilfenahme der 
Sdérensenschen Phosphatmischung (elektrometrisch gemessen 
PH 6.81). Ferner wurde diese Argininlésung sorgfaltig steri- 
lisiert, dann mit 1 9% Toluol versetzt, um sie zur Aufbewahrung 
bequem zu machen. 

B. Darstellungsweise der Leberarginase. | 

Nachdem die Leber eines durch Verblutung zum Tode 
gebrachten Kalbes zuerst durch Wassereinspritzung von der 
unteren Hohlvene und Pfortader aus gewaschen war, wurde sie 
in Wasser ausgepresst, um mdglichst griindlich das Blut zu 
entfernen. 500g so behandelte Leber wurden durch die Hack- 
maschine getrieben und mit Kieselgur vermengt, in der Buch- 
nerschen Presse bei 300 Atmospharendruck ausgepresst, die 
ausgepresste Fliissigkeit unter stindigem Rithren in die 5 fache 
Menge Aceton in feinem Strahl eingegossen. 

Die so entstandenen Niederschlige wurden einige Stunden 


1) Kossel und Kutscher; Zeits. physiol. Chem. 31, 165 (1900-1901). 
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lang stehen gelassen; dann durch Nutsche filtriert und der 
Rickstand mit Aceton, dann mit Alkohol und schliesslich mit 
Ather nachgewaschen. Die so erhaltene Masse. im H,SQ,- 
Exsikkator einige Tage getrocknet, wodurch man ein schwach 
braun gefirbtes Pulver bekommt, welches im Mérser fein -zer- 
rieben, dann im Exsikkator ‘aufbewahrt wird. Beim Gebrauch 
stellt man davon eine’ 2% ige Lésung her, welche mit 1.% 
Toluol versetzt und_ bei Zimmertemperatur (18°)) 24 Stunden 
(im Sommer, wenn die Temperatur des Zimmers mehr als 20° 
betrigt, im Eisschrank (4-8°)) stehen gelassen wurde. 

Sie wurde dann filtriert und dieses Filtrat gebraucht. _ 

Durch, derartige Manipulationen habe ich im Verlaufe. des 
vorliegenden Versuches 4 mal dus Arginasepulver dargestellt. 
Bei denselben PH-werten und in.2 % iger Lésung ist das Zer- 
setzungsvermégen, wenn auch in einem geringen Grade, ver- 
schieden. Einen Monat nach der Darstellung bleibt es, wie 
oben geschildert, unverindert, aber in 2-3 Monaten wird es, wie 
bei anderen Fermenten, allmihlich in der Wirkung herabgesetzt. 
Also wurde bei der Untersuchung immer eine strenge Kontrolle 
hergestellt und das Versuchsobjekt damit verglichen. 


II. UNTERSUCHUNGSMETHODE UND. VORVERSUCH. 


Zur Bestimmung des: Zersetzungsgrades des Arginins ge- 
brauchte ich Sérensens Formoltitration.” “Da das Arginin, 
welches nur ein formoltitrierbares N-Atom besitzt, zu Ornithin 
zersetzt wird und bei diesem Ornithin 2 N-Atome titrierbar 
sind, .so wird bei der Zersetzung doppelte Zahl erhalten. 


1) Edlbacher; Zeits. physiol. Chem. 95, 81 (1915). 
Jessen-Hansen; Abderhaldens Handbuch d. bioch. Arbeitsme- 
thode. VI, 8S. 270 (1912).. 
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AM 
Nae NH: CH:—NH. 
CH, +H.0:= C=0 + (CHh)s 

: (CH), \NH, CH-—NH, 
CH-—NH; COOH 
COOH 


Arginin + Wasser = Harnstoff + Ornithin. 

Hierbei geht der Harnstoff gar keine Reaktion ein, so dass 
relativ einfache und exakte Resultate zu erzielen sind. Zum 
Herabtrépfeln von 1/5 Normalnatronlauge gebrauchte ich eine 
Mikrobiirette, die in 0.01ccm graduiert ist. Bei der Titration 
vermied ich besonders, um die Fehler dabei méglichst klein zu 
-machen, mit 1/5 Normalsalzsiure nicht zurickzutitrieren und 
als Indikator gebrauchte ich das Phenolphthalein. Wenn sich 
eine schwach rosarote Farbung zeigte, so wurde sie mit der 
Kontrolle verglichen und quantitativ bestimmt. 

Bei der Ausfiihrung der Formoltitration sollen die Phos- 
phate nach Jessen-Hansens™ Beschreibung eine Stérung 
herbeifithren, deshalb muss man diese zuvor beseitigen, aber 
Michaelis und Davidson haben bei der Messung der opti- 
malen Wasserstoffionenkonzentrationen des Trypsins diese Me- 
thode aufgenommen und behaupten, dass die Phosphate als 
Puffer gar nicht stérend wirken. 

Falls eine Kontrolle hergestellt wird, so dachte ich wie 
Michaelis und Davidson, dass der Gebrauch der Phosphate 
als Puffer dabei gar keine St6rung hervyorrufe, aber um dies 
~ sicher zu beweisen, habe ich das Arginin mit und ohne Mischung 
desselben hergestellt, und an beiden Formol-N vergleichend 
untersucht. 


1) Jessen-Hansen; Abderhaldens Handbuch d. bioch. Arbeitsmethod. 
VI, S. 270 (1912). 
2) Michaelis und Davidsohn; Bioch. Zeits. 36, 280 (1911). 


Beeinflussung der Leberarginasewirkung. 341 


1. Reihe. Versuch unter Zusatz des Phosphatpuffers 
Versuch Kontrolle 


5eem Argininlésung (1.5%) /5cecm ausgekochtes Wasser 
5ccem Puffer (= Prim. K. |5ccm Puffer (2 Prim K 
v 


Phosphat 2.0+ = See. Phosphat 2.04 Sec, 
Na. Phosphat 8.0) Na. Phosphat 8.0) 
5cecm Formol 5eem Formol 


Verbrauchte Neo 2.06cem Verbrauchte 4 NaOH 0.84dcm 


fe —0,84ccm 


he 22Cem . = 
Gefunden : Formol-N 3,42 mg. 
2. Reihe. Versuch dhne Zusatz des Phosphatpuffers 
Versuch Kontrolle 
2 eem Argininlosung Gna (5 ccm ausgekochtes Wasser 
5ecm Formol - 5cem Formol 


Merbeneke 4 NaOH 1.24 cem . 


Gefunden : Formol-N 3.47 mg. 
Es konnten also ausser den Versuchsfehlern gar keine Stérungen 
gefunden werden. Daher gebrauchte ich als Puffer, welche in den 
spiteren Versuchen notwendig sind, immer eine Mischung von 
primaérem Kaliumphosphat und sekundirem Natriumphosphat. 

Die Gesamtstickstoffmenge der im obigen Versuche gebrauch- 
‘ten 5ccm Argininlésung betrigt 14.55 mg. 

Diese Zahl als 100 angenommen, miissten theoretisch 25 % 
(3.64 mg) davon formoltitrierbar sein, aber da ich nur 3.47 mg 
erhalten habe, so entspricht dieser Wert 23.9%, eine Zahl, 
welche mit der des Versuches von Gross” fast tibereinstimmt. 


1) Grogs; Zeits. phys.. Chem. 112, 236 (1921). 
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III. Eryriuss DER TEMPERATUR AUF DIE LEBERARGINASE. 


A. Haltbarkeit bei niedriger Temperatur. 

Eine 2% ige Fermentlésung kann immer frisch palette 
unmittelbar zur Anwendung kommen. Da aber jedesmal dies 
za wiederholen umstandlich ist, so bewahre man sie mit 1 '% 
Toluolzusatz im Eisschrank (im Winter bei ca. 4°, im Sommer 
bei ca. 8°) auf. Ob dadurch das Ferment in seiner Wirkung 
herabgesetzt wird oder nicht, dartiber habe ich eine Untersuchung 
angestellt, indem ich zu 5ceem d-Arginin, (Formol-N 3.22 mg) 
5.cem Arginase (Nr. IIT) Lésung (2 %) bei PH. 7,34 wahrend 
24 Stunden einwirken liess. Die dabei gefundene Formol-N- 
menge ergab die folgenden Werte: 

(I) Bei frisch bereiteter Fermentlésung Formol-N 5.52 mg. 
(I) ~Bei 1 Woche alter * rs 5,04 as 
(1) Bei 10 Tage im - ay ame 

Also auch nach 10 Tagen erlitt das Ferment bei niedriger 
Temperatur gar keine Verainderungen. 

Deshalb verwendete ich in den Versuchen darnach Ferment, 
welches im Eisschrank innerhalb 1 Woche aufbewahrt worden 
war. 

B. Haltbarkeit bet héherer Temperatur. 

Hunter und Morell™ haben die optimale Temperatur fiir 
die Arginase untersucht, was ergab, dass das Maximum der 
Umsatzgeschwindigkeit in der neutralen Reaktion bei 50° liegt, 
bei 10° auf fast 1/5, bei 70° auf fast 1/8 herabgesetzt wird, was 
zeigt, dass die Arginase bei 70° durch Hitze zerstért wird. 

Um den Zersetzungsgrad der Arginase bei verschiedenen 
Temperaturen zu untersuchen, erhitzte ich eine 2 % ige Arginase- 
Jésung bei PH 6.98 1 Stunde lang auf wechselnde Temperaturen, 
und setzte 5 ccm solcher Lésung einerseits 5ccm Argininlésung, 
anderseits ausgekochtes Wasser zu unter Zusatz von Toluol, dann 
20 Stunden lang im Brutschrank stehen gelassen, um schliesslich 
die Zunahme des Formol-N zu untersuchen. 


1) Hunter und Morell: Proc. Roy. Soc. Canada. (3) 16, 75 (1922) 
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Bei der Bestimmung der Hitze-Inaktivierung habe ich die 
Geschwindigkeitskonstante nach der monomolekularen Reaktion 
der Arginasewirkung nach der Erhitzung (K,) und in der Kon- 
trolle (K.) berechnet, dann den durch die’ Temperaturaddition 
verlorenen Teil (K,—K:) in Prozenten ausgedriickt. Eigentlich 
geschieht zwar die Spaltung des Arginins durch Arginase nach 
bimolekularer Reaktion, aber in dem Falle, wo die Manipu- 
lation im Lésungszustande erfolgte und wobei Wasser in 
sehr grossem Uberschuss vorhanden war; kann sie, Gross’ 
Ansicht™ entsprechend, als monomolekulare Reaktion angenom- 
men werden, also kann die Geschwindigkeitskonstante nach 
folgender Formel berechnet werden: ; 

K=—- In ——— 
a—x 
Anfangswert a=100 
X=Argininzersetzung in % 
K,=Geschwindigkeitskonstante ohne Erhitzung. 
K,=Geschwindigkeitskonstante nach Erhitzung. 


TABELLE I. 


5cecm Arginin = Formol-N. 3,22 mg. 
_ PH 6,98 37°C. nach 20 St. 


Dauer der | pormoln | Arginin- ‘ zoe ea 
Temperatur | Erhitzung zersetzung | K. 10% |Ko—Ke 

(Minuten) | (8) % =X. x, 7100 

0 ase 1 Oey 59,0 44,6 = 

40 60 5,12 «59,0 44,6 = 

50 60 5,18 60,9 58,4 =~ 

60 60 4,62 43,5 28,5 36,1 

70 60 3,72 15,5 8,4 80,1 

75 60 3,47 6,8 $,5 92,2 

80 60 3,19 0 0 100,0 


1) Gross; Zeits. phys. Chem. 112, 236 (1921). 
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Wie aus der Tabelle ersichtlich, findet man, dass eine 
2 %ige Fermentlésung, wenn sie bei PH 6.98 ohne Zusatz des 
Puffers als solche eine Stunde lang im Wasserbade erhitzt wird, 
bei 50° gar nicht, bei 60° einigermassen, bei 70° um 80 % zerstért 
wird. Jhre Wirkung hatte bei 75° grésstenteils eingebiisst, aber 

nicht ganz, erst bei 80° kommt sie zur totalen Vernichtung. 

Um dann die Hitzebestindigkeit der Arginase bei den H*- 
Konzentrationen des Séugetierblutes und -serums zu priifen, 
habe ich zu einer 2 % igen Arginaselésung den Puffer (Phos- 
phat) zu gleichen Teilen hinzugesetzt, bei verschiedenen Tem- 
peraturen erwirmt. Die Versuchsmethode war ganz dieselbe, 
wie die oben erwihnte. (Dr. Kojima hat auf meinen Wunsch 
immer die elektrometrische Messung von PH ausgefiihrt, woftir 
ich ihm herzlichsten Dank ausspreche). Der letzte Versuch 


TABELLE Il. 
1.—¢.=Formol-N 3,47 mg. 


5.—9.= ap 3,42 me. 
PH. 7,34 37°C nach 20St. 


5cem Arginin | 


Temperatur Eeuicung Bsa Se Ke LO= o iE mite 

(Minuten) in %=X i Otel 100 
0 = 6,50 87,3 10,3 — 
40 60 6,52 87,9 10,6 = 
50 60 6,08 75,2 7,0 32,0 
60 60 5,17 49,0 3,4 67,0 
0 — 6,52 90,6 11,8 == 
70 30 3,50 0 — 100 
70 40 3,09 0 — 100 
70 50 3,90 0 — 100 
70 60 3,53 0 = 100 
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ergab ein Resultat, welches von dem der vorgehenden Priifung 
bei PH 6.98 ganz verschieden ist. Nach einstiindiger Erhitzung 
wurde die Fermentwirkung schon bei 50° herabgesetzt, was im 
vorigen Versuche nicht der Fall war, bei 60° fast zur Hiilfte 
und bei 70° auch nach halbstiindiger Erhitzung total zerstért. 

Aus obigen beiden Versuchen geht hervor, dass die Wider- 
standsfihigkeit der Arginase gegen die Hitze bei der alkalischen 
Reaktion schwicher ist, als bei der beinahe neutralen. Es wird 
berichtet, dass gewisse Fermente bei der Anwesenheit von Phos- 
phaten oder Chloriden thermostabil gemacht werden (Vernon), 
was ich aber experimentell nicht bestiitigen konnte. 


IV. Die soG. ANTIFERMENTATIVE WIRKUNG DES NORMALEN 
SERUMS AUF DIE LEBERARGINASE. 


Uber die hemmende Wirkung des normalen Serums ver- 
schiedener Tiere auf viele Fermente sind von altersher Unter- 
suchungen angestellt worden. 

Es liegen viele Versuche von Hammarsten und Rédén®, 
Morgenroth”, Hedin™ ete. tiber Antilab, und von Hahn, 
Pigliese und Coggi®, Achalme”, Landsteiner®, Fu- 
jimoto™ ‘ete. tiber Antitrypsin vor. Ferner wurde tiber das 
Antipepsin von Jochmann und Kantrowicz™ und iiber die 


1) Vernon; Journ. phys. 31, 346 (1904) 
2) Hammarsten und Rédén; N. Hammarsten Lehrb. d. phys. Chem. 
S. 49 (1922). 
3) Morgenroth; Zentbl. Bakt. 26, 349 (1899), B. 27, 727 (1900). 
4) Hedin; Zeits. phys. Chen. 74, 242 (1911), B. 72, 187 (1911). 
Sy a » 76, 355 (1911). ; 

5) Hahn; Berl. Klin. Woch. 34, 499 (1897). Nach Euler, Chem. d. 
Enzyme, I. 278, (1920). 

6) Pugliese und Coggi; Bollet, Scienze med. 8, (1897). Nach Euler, 
Chem. d. Enzyme B. I. 8. 278 (1920). 

7) -Acialime re Nach shinier, 95, 2 55 os 9. 95 

8) Landsteiner; Zentbl. Bakt. I. 27, 357 (1900). N. Euler, Chem. 
d. Enzyme. B. I, S. 278 (1920). 

9) Fujimoto; Jl. of Imm. 3. 

10) Jochmann und Kantrowicz; Miinch. med. Woch. 55, 729 (1908). 
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hemmende Wirkung des normalen Serums-auf die Autolyse der 
Leber von Baer, Longcope” mitgeteilt. | 

Uber die oben erwihnte antifermentative Wirkung des nor- 
malen Serums finden sich Berichte, welche die Beziehungen 
zwischen den Wasserstoffionenkonzentrationen und der Ferment- . 
wirkung nicht klar darlegen, aber dass die hemmende Wirkung. 
des, normalen Serums auf einige Fermente eine noch andere 
spézifische komplizierte Beziehung zeigt, ist von vielen Autoren . 
anerkannt. 

Abgesehen von anderen Fermenten wirkt die Leberarginase, 
mit deren Untersuchung ich mich jetzt beschaftige, bei der- 
-Blutstrémung durch die Leber auf das Arginin des Blutes ab- 
bauend, und da ich die Untersuchung auf die antifermentative 
Wirkung des normalen Serums auf die Leberarginase fiir den 
Intermediarstoffwechsel fiir notwendig hielt, habe ich die vor- 
legende Untersuchung angestellt. a 

In Durchschnitt betraigt die Wiscistowiootinackene 
des Saéugerblutes nach Hasselbalch und Lundegaard® PH 
7.31 und die des Sdéugerserums nach Harry Plotz™ und M. 
Schoen PH .7.37. 

Deshalb habe ich bei PH 7.34 die hemmende Wirkung 
‘des Hunde- und Kalbsserums auf die Leberarginase untersucht. 

Untersuchungsmethode. Das Versuchsgemisch bestand aus 
5ecm Argininlésung (zur Kontrolle 5cem ausgekochtes Wasser) 
5cem 2 %ige Arginaselésung 5ccm Pufferlésung 


+2 2.0 prim. K-Phosphat 
5 1-5 ccm Serum oder Wasser 


er 8.0 sekund. Na. Phosphat: Wnt So onal. 


1) Baer; Arch. f. exp. Path. us Pharm. 56, 68 (1906). 
N. Hammersten; Lehrb. d. phys. ‘Chem. 8. 34 (1922). 
2) Longcope; Journ. med. research. 13, 46 (1908). 


(1992), Nach Hammersten; Lehrb. d. phys. Chem. 8. 34 


3) Hasselbalch und Lundegaard; Bioch. Z. 38, 77 (1912). 


si ‘7 Harry Plotz et M. Schoen; Annales de Vinstitut Pasteur (1924) 
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Das Resultat der elektrometrischen Messung des Ferment- 
lésung-Puffergemisches mit und ohne Arginin- oder Wasserzusatz 
war nach einigen Messungen einander gleich. 

Das Resultat ist im Folgenden tabellarisch angegeben. 


TABELLE III. 


5cem Arginin = Formol-N 3.18 mg. 
PH 7.34. Nach 24 St. 


Verbrauchte 
Kalbsserum- 
menge » ae NaOH Bormon es Anmerkungen 
ore 5 (mg) 
(ccm) 
0 ! 2.14 5.99 Wasser 1,3,5 ccm zugesetzt, 


Resultate sind dieselben. 
Leichte Hamolyse ein- 
1 2,13 5,96 getreten, aber keine Stérung 
fiir Formoltitration. . 
3 2,16 6,05 an 


ed 217 6,08 os 


TABELLE IV. 


5cem Arginin = Formol-N 3,22 mg. 
PH 7.34. Nach 2 &t. 


Verbrauchte 


_ Hundeserum- N 
menge — NaOH Anmerkungen 
ccm 5 ; 
(ccm) 
0 Wasser 2,3,4ccm zugesetzt, 


Resultate sind dieselben. 
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Wie die Tabellen zeigen, habe ich gefunden, dass die Wir- 
kung der Leberarginase durch Kalbs- und Hundeserum gar 
nicht gehemmt wird. 


V. EINFLUSS DER CHEMISCHEN SUBSTANZEN UND ARZENEI- 
MITTEL AUF DIE WIRKUNG: DER LEBERARGINASE. 


Uber die Beeinflussung vieler Fermente durch verschiedene 
organische und anorganische Substanzen sind verschiedene Un- 
tersuchungen angestellt worden. Von ihnen wirken einige auf 
die Fermente hemmend, aber andere’ steigernd. 

Indessen muss bei der Anstellung dieser Untersuchungen 
auf die Bedingungen wie die Konzentration, Temperatur, be- 
sonders H’-Konzentration etc. strenge Riicksicht nehmen, denn 
die alten Versuche ohne Berticksichtigung der Wasserstoffionen- 
konzentration sind jetzt schon wertlos. In der letzten Zeit haben 
Michaelis, Rona, Ringer, Northrop, Euler, Willstat- 
ter, Kuhn ete. nach der Methode mit Beriicksichtigung der 
obigen Punkte Nachpriifungen angestellt oder neue Versuchs- 
ergebnisse veréffentlicht. Die Arginase ist zwar ein hydrolyti- 
sches Ferment, lést aber die Bindung zwischen N und C, 
welche von der Peptidbindung, die durch Tryptase und Peptase 
angegriffen wird, verschieden ist. Sie ist also in ihrer Wirkung 
von den letzteren Fermenten verschieden. Meines Erachtens ist 
es deshalb von Bedeutung, dass man die Einfliisse der die anderen 
Fermente beeinflussenden chemischen Substanzen und Pharmaka 
auf die Arginasewirkung erforscht und mit einander vergleicht. 

Beziiglich dieser Punkte liegen, wie oben erwahnt, Unter- 
suchungen von Edlbacher tiber Kationen und Phosphate vor. 
Daher habe ich hauptsichlich tiber die Beeinflussung des vor- 
liegenden Fermentes durch die als chemische Substanzen noch 
nicht untersuchten Anionen Versuche angestellt. 

Die Beeinflussung durch die Cl-,NO;- u. SO,-Ionen hat schon 
Edibacher™ bei der Untersuchung tiber Kationen gepriift. 


1) Edlbacher; Zeits. phys. Chem. B. 100, 111 (1917). 
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Daher habe ich tiber die tibrigen die anderen Fermente 
beeinflussenden Anionen FI-, J-, CN-, Br-Ionen und iiber freies 
J, ferner tiber Chinin und Atoxyl, welche als Arzeneimittel den 
Stoffwechsel beeinflussen und deren Einfliisse auf die anderen 
Fermente schon studiert sind, Versuche vorgenommen und ihre 
Einfliisse auf die Arginase ermittelt. 


A. Finfluss des Fluornatriums. 


Dass durch das Fluornatrium verschiedene Fermente in 
ihrer Wirkung gestért oder beférdert werden, ist schon mitge- 
teilt worden. ; 

Das Fluornatrium wirkt auf die Lipase und Chymosin 
hemmend (Loevenhart u. Pierce”, Davidson™), auf die 
Wirkung der Leberamylase steigernd (Holmbergh™) und auf 
das Erepsin teils stérend, teils hemmend (Abderhalden, 
Caemmerer und Pinkussohn™), wiihrend es auf die beiden 
proteolytischen Fermente, Pepsin und Trypsin, gar keinen 
stdrenden Einfluss austiben soll (Vandevelde™). 

Zar Ermittelung der Einfliisse des Fluornatriums habe ich 
nach folgendem Verfahren Versuche angestellt: 


Versuchsrethe 
1) 5cem Arginaselésung 1) 5cem Arginaselésung 
2) 1-5cecm Fluornatrium. 2) 1-5eem Fluornatrium- 
. Ne N A N: oN 
ssung (5-5) wong (G5) 
Wasser. ‘ Wasser. ) 


1) Loevenhart u. Pierce; Journ. biol. chem. 2, 391 (1907). 

2) Davidson; Bioch. Z. 49, 249 (1913). 

3) Holmbergh; Zeits. phys. Chem. 134, 69 (1924). 

4) Abderhalden, Caemmerer und Pinkussohn; Zeits. phys. Chem. 
59, 293 (1909). 

5) Vandevelde; N. Euler, Chem. d. Enzyme. Band I §. 145 (1920). 
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Man mischt 1) u. 2) und 
lasst ‘diese Mischung 1 


Stunde lang bei Zim-. 


mertemperatur stehen, 
dann setzt man folgende 

-  Lésungen zu: 

3) 5ccm Pufferlésung 

a 2.0 prim. Ka- 
phosphat 


mm 8.0 ss6k, “Na. 


+ — 
5 
phosphat 
4) 5ecm Argininlésung 


6) 1eem Toluol | 


Kontrollrethe 


1) 5cem Arginaselésung 

2) 1-5ccm Wasser 
Zu einer Mischung von 
1) u. 2) setzt man, nach- 
dem sie 1 Stunde bei 
Zimmertemperatur  ste- 
hen gelassen wurde, 
folgende Lésungen: 

3) 5ccm Pufferlésung 


ee 2.0 prim. Ka- 
phosphat 


LOR sek. Na- 


eh 
9) 


| phosphat 
4) 5cem Argininlésung 


5) leem Toluol 


K 
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Man mischt 1) u. )2 und 
lasst diese Mischung 1 
Stunde lang bei Zim- 
mertemperatur stehen, 
dann setzt man folgende 
Lésungen zu: 

3) 5ccm Pufferlésung 


Sa 0.0 prim. Ka- 


phosphat 
fe 8.0 sek. Na- 
phosphat 
4) 5ccm ausgekochtes 
\ “Wasser. 


5) 1ecm Toluol. 


1) 5ccm Arginaselésung . 

2) 1-5cem Wasser 
Zu einer Mischung von 
1) u. 2) setzt man, nach- 
dem sie 1 Stunde bei 
Zimmertemperatur ste- 
hen gelassen wurde, 
folgende Lésungen: 

3) 5ecm Pufferlésung 


a 2.0 prim. Ka- 
phosphat 

+= 8.0 sék. Na- 
phosphat 

4) 5cecm auskochtes Was- 


ser 
5) leem Toluol. 
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Gesamtmenge: 1. Versuch 20¢ém, 2. Versuch 16ccm. Die 
elektrometrische Messung einer Mischung von 1). 2) 3) ergab 
PH: 730. 

Erlenmeyersche Kélbchen mit obiger Tee wurden 20, 
resp. 2 Stunden im Briitschrank bei 37°C stehen gelassen. 

Dann wurden in jedes Kélbchen 5 cem Formol abpipettiert, 
dann die Titration vorgenommen, was die Resultate wie die in 
der Tabelle V u.-VI ergab... 


” 


TABELLE V. 


5cem Arginin = Formol-N. 3.5 mg. 
PH. 7.30. Nach 20 St. 


ee 


aoe Arginin- |. | Hemmun 
ibdeon | “Menge | ome) |*emees| EK | KSB! yy 
ee teak Soe eee oo 
0 0 6,64 89,7 - 0,114 BS 
4,20 0,10 6,38 82,3 - 0,087 23,7 
9,24 022 6,22 77,7 - 0,075 34,2 
19,32 0,46 6,10 74,3 0,068 40,4 
42,00 1,00 | . 6,74 64,0 0,051 55,3 
TABELLE VI. 


5 cem Arginin = Formol-N. 3.56 mg. 
PH. 7,30 37°C Nach 2 St. 


: Arginin- Hemmung 
mg NaF. Relative | Formol-N < Sie 
: zersetzung K Ko—ki 
in 16ccm Menge (mg) in %=X ae 100 
0 0 5,26 47,8 0,320 _ 
0,084 0,10 §,24 47,2 0,319 
0,269 0,32 5,26 47,8 0,320 — 


0,84 1,00 5,10 43,3 0,284 “11,3 
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< 0 6G 6. 24 32 40 48 
: a 
— Ing Wa f.in 20ccem 


Fig. 1. a Fig. 2. 

Wie aus dem ersten und zweiten Versuche ‘ersichtlich ist, 
wirken vom Fluornatriuni 0.84 mg (in der Gesamtmenge 16 ccm) 
schon schwach, 4.2mg zu 23.7 9% und 42.0mg zu 55.3% auf 
die Arginasewirkung hemmend. 

Tragt man nach dem 1. Versuche auf der Abszisse den Logari- 
thmus der Fluornatriumkonzentration und auf der Ordinate den 
des Hemmungsgrades auf, so bekommt man eine. Linie, wie die 
Fig. 2 sie zeigt, also lasst die Kurve dieser Hemmung eine der 
Adsorptionsisotherme ahnliche Beziehung erkennen.. . 

Trotzdem man im zweiten Versuche nur eine geringe Menge 
von Fluornatrium einwirken liess und so nur eine kiirzere Zeit 
(2 Stunden) untersuchte, so konnte es doch auch dabei gar nicht 
die Fermentwirkung steigern. 

Dass ferner die Arginase durch die Na- und Ka-Ionen gar 
nicht .beeinflusst wird, daritiber hat Edlbacher™ Untersuch- 
ungen angestellt. Folglich kann die hemmende Wirkung des 
Fiuornatriums auf dieses Ferment als durch F-Ionenwirkung 
hervorgerufen betrachtet werden. 


B. FHinfluss des Bromkaliums. 
Es ist eine bekannte Tatsache, dass die Bromionen die 


1) Edlbacher; Zeits. physiol. Chem, B. 100, 111 (1917). 
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Wirkung einer grossen Anzahl von Fermenten hemmen (O ppen- 
heimer”), 

Ferner berichtet F. Winslow®, dass eine minimale Menge 
KBr auf die Pascieresg anne durch Trypsin stark beférdernd 
wirkt. 

Um zu ermitteln, welchen Einfluss das K Br auf die Arginase- 
wirkung ausiibt, habe ich ganz nach derselben Methode wie 
die der oben geschilderten Versuche Untersuchungen angestellt. 
Es wurden nimlich je 5ccm Fermentlésung mit 1ccm ver- 
schieden konzentrierten wisserigen Bromkalilésungen von 0.001 
m-0.1m-1m versetzt, 1 Stunde lang bei Zimmertemperatur 
stehen gelassen, dann 2 Stunden und 20 Stunden im Brit- 
schrank, endlich, nachdem der Formol-N berechnet wurde, mit 
der peerizolis verglichen. 


TABELLE VII. 


5ecem Arginin=Formol-N 3.78 mg. 
PH. 7.30. 37°C. 


Verbrauchte Hemmung und 


me KBE | Braioten |X| Formal | serstzane| Abtviorune 
NaOH (ccm) oder nicht ? 
fe IE ES SRP i tae gee te Na ORE 
0 20 2,43 6,80 79,9 
11,90 20 2,45 6,86 81;3 = 
25,18 20 2,45 6,86 81,3 =e 
53,75 20 2,44 6,83 80,7 = 
119,02 20 2,43 6,80 79,9 | S 
0 2 1,92 5,38 42,3 
0,119 2 1,92 5,38 42,3 me 


1) Oppenheimer; Fermente u. ihre Wirk. Lief L 8. 71 (1924). 
2) Winslow; Journ. biol. chem. 33, 453 (1917). 
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Wie aus der Tabelle VII ersichtlich, wurde auch in grossen 
Dosen von 119.02 mg (Gesamtmenge 16 ccm) keine hemmende, 
und auch in minimalen von 0.119 mg keine beférdernde Wir- 
kung auf die Arginasewirkung nachgewiesen. 


C. Einfluss des Cyankaliums. 


Die Beeinflussung verschiedener Fermente durch das Cyan- 
kalium wurde schon seit lange von zahlreichen Autoren erforscht. 

Es wird mitgeteilt, dass das Cyankalium auf die Wirkung 
des Erepsins auf die Polypeptide in kleinen Dosen beférdernd, 
aber in grossen hemmend wirkt (Abderhalden, Caemmerer 
und Pinkussohn), dass es ferner in einer kleinen Menge 
von 0.0img (in der Gesamtmenge 20ccm die Ureasewirkung 
steigert (Jakoby™), dass endlich die Cyansalze das Pepsin in 
der Wirkung hemmen (Ringer®). Unter diesen und anderen 
Mitteilungen gibt es zwar einige, in welchen die Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen nicht beriicksichtigt wurden, doch tbt 
das Cyankalium bekanntlich im allgemeinen auf die Fermente 
allerlei Hinfliisse. 

Ich habe die Beeinflussung durch das Cyankalium unter- 
sucht, wobei ich die Beziehung der H-Ionenkonzentrationen 
geniigend beachtet habe. Es wurde 0.15m Cyankaliumlésung 


hergestellt, die mit der ae Prim. Kaliumphosphatlésung ver- 


setzt wurde, um eine fast neutrale Lésung gegen Lackmus (unter 
Zuhilfenahme der Phosphatmischung von PH 7.1) zu gewinnen, 
dann wurden einzelne Dosen genommen. Dazu setzte ich Was- 
ser, dann 5 ccm Arginaselésung hinzu, liess das Ganze 1 Stunde 
lang bei Zimmertemperatur stehen. Darauf wurde, wie im 
vorigen Versuch, Pufferlésung aus Phosphaten hinzugefiigt, 
dann einerseits 5 cem Wasser, anderseits dieselbe Menge Arginin- 
59, 293 (1909). 
2) Jacoby; Bioch. Zeits. 76, 275 (1916). 


3) Ringer; N. Oppenheimer, Fermente u. ihre Wirk. L. VI, 8S. 
955 (1925). 
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lésung nach Zusatz von Toluol, 2 Stunden und 20 Stunden das 
Ganze im Briitschrank stehen gelassen, endlich Formol-N berech- 
net und mit der Kontrolle verglichen. Wenn man, wie oben 
geschildert, nach der Neutralisation des Cyankaliums Pufferlésung 
hinzufiigt, so erfolgt, wie beim Fluornatrium oder Bromkalium, 
eine gute Regulierung und durch Zusatz des Cyankaliums wurden 
die Wasserstoffionkonzentrationen gar nicht verdndert. 

Wie aus der Tabelle VIII ersichtlich, ergab der Versuch, 
dass auf die vom Cyankalium auch 15mg (in 18ccm) gar keine 
hemmende und auch bei 2 stiindiger Untersuchung kleinere 
Dosen (0.51 mg) gar keine beférdernde Wirkung zeigten. 


TABELLE VIII. 


5cem Arginin=Formol-N 3,78 mg. 
PH. 7.30 37°C. 


se Verbrauchte + Hemmun 
BEEON | ratte | 3] Pomel | tiene 224 ANE, 
Hoa NaOH (ccm) oes % ‘oder nicht? 
0 20 2,43 6,80 
5,11 20 2,43 6,80 * 
10,22 20 2,43 6,80 — 
15,33 20 2,42 6,78 = 
0 2 1,92 5,38 
0,51 2 1,90 5,32 40,9 = 


D. Linfluss des Jodkaliums. 


Auch tiber die Einfltisse der Jodionen auf verschiedene 


Fermente wurden von altersher verschiedene Untersuchungen 
angestellt. 
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Als die besonders interessanteste Arbeit kann die Holm- — 
bergh sche™ angefiihrt werden, welche ergab, dass die Jodionen ~ 
die Wirkungen der Speichel- und Pankreasamylase und von den 
Wirkungen der Leberamylase die stérkeabbauende ebenfalls 
beférdern, aber die zuckeraufbauende hemmen. Um zu ermitteln, 
welchen Einfluss die Jodionen auf die Arginase, welche ebenfalls 
ein Ferment in der Leber ist, austiben, habe ich, wie beim 
Fluornatrium und ‘Cyankalium, auch yom Jodkalium eine 


Loésung dargestellt, diese zu der Fermentlésung hinzuge- 


setzt und auf den Einfluss desselben untersucht. 

Wie aus der Tabelle IX ersichtlich, zeigte das Jodkalium 
auch in einer Dose von 83.0mg (in der Gesamtmenge 20 ccm) 
keinerlei Stérungen. : 


TABELLE IX. 


5cem Arginin=Formol-N 3,56 mg. 
PH. 7,30 37°C. Nach 20 St. 


2 = 
Verbrauchte + Hemmung und 
mg KJ N NaO Formol-N oe Aktivierung 
(in 20 cem) g NaOH (mg) nn % 8 | vorhanden oder 
(ccm) © nicht? 
0 2,40 6,72 88,8 

16,6 2,39 6,69 87,9 = 
83,0 2,39 6,69 87,9 = 


E. Einfluss des freien Jods. 


Uber den Zusammenhang des freien Jods mit den Fermenten 
liegen seit lange zahlreiche Untersuchungen vor. 
Durch freies Jod werden in der Wirkung gewisse Fermente 


1) Holmbergh; Bioch. Zeits. 145, 244, (1924). 
Zeits. phys. Chem. 134, 69 (1924). 
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bedeutend gestért oder vernichtet, aber die anderen gar nicht _ 
oder giinstig beeinflusst u. dgl. Euler und Landergren™ 
teilten mit, dass das freie Jod auf die Saccharase stark stérenden 
Einfluss ausiibt, welcher auch durch Zusatz einer Menge Na- 
triumthiosulfat, welche der des vorhandenen Jods aquivalent ist, 
nicht regeneriert werden kann. Durch Untersuchung des Ein- 
flusses des freien Jods auf die Amylase (Olsson) und Leber- 
amylase (Holmbergh™) wurde bestitigt, dass es auf die beiden © 
stark stérend wirkt. 

Pincussen™ hat im vorigen Jahre verschiedene Jodsalze 
mit einer Quarzlampe bestrahlt und dadurch das freie Jod ent- 
stehen lassen und dessen Einfluss auf verschiedenartige Diastasen 
untersucht, was ergab, dass es auf die Malzdiastase erheblich » 
stérend wirkt, wihrend es auf die Takadiastase ‘nicht nur keine 
solche Wirkung entfaltet, sondern dieselbe einigermassen giinstig 
beeinflusst. 2 

Dann hat K lissiunis® berichtet, dass das nach demsélben 
Verfahren erzeugte freie Jod auf das Pankreatin ganz wir- 
kungslos ist. Auf das Labferment liess Morgenroth® freies 
Jod einwirken und wurde dazu dementsprechendes Natrium- 
thiosulfat hinzugefiigt, dabei zeigte sich keine Herabsetzung 
der Labwirkung. Dann hat Gerber” tiber die Beeinflussung 
verschiedener Labfermente durch freies Jod Untersuchungen 
angestellt und gefunden, dass es auf einige von den Phytochyma- 
sen stark hemmend wirkt, aber gar nicht auf die anderen und 
auf das Pankreaslab. 

Um zu eruieren, welchen Einfluss das freie Jod auf die 


1) Euler und Landergren; Bioch. Zeits. 137, 386 (1922), 
2) Olsson; Zeits phys. Chem. 114, 51 (1921). 
3) Holmbergh; Zeits. phys. Chem. 134, 61. (1924). 
4) Pincussen; Bioch. Zeitschr. 152, 406 (1924). 
5) Klissiunis; ,, is » 416 (1924). 
6) Morgenroth; Zentbl. Bakt. 26, 349 (1899), B.. 27. 727 (1900). 
. 7) Gerber, N. Oppenheimer, Fermente,u. ibre Wirk. Lief. VII 8. 1023 
(1925), 


358 . ’ §. Hino: 


Arginasewirkung ausiibt, habe ich nach derselben Methode,wie 

die oben erwa&hnte, verschieden konzentrierte Normallésungen 

( al -X_—-§_—Lésung) auf die Arginase einwirken las- 
300 100 10 


sen, was ergab, dass, wie die Tabelle X zeigt, die Wirkung 
dieses Fermentes durch freies Jod sehr gestért, auch durch 0.635 
mg (in der Gesamtmenge 17ccm) gehemmt wird. Ich setzte 


zu der Arginase. 2cem 1.ccm os Jodlésung hinzu und nach 


einer Stunde dazu das entsprechende Natriumthiosulfat, 


doch regenerierte das Ferment seine Wirkung nicht. 

- Da der Einfluss des in der Normaljodlésung enthaltenen 
Jodkaliums, wie im vorigen Versuch, nicht zu erkennen ist, 
so’ rihrt die’ erwihnte Wirkung nicht von der Ionenwirkung 
des Jods her, sondern: von der Molekularwirkung desselben. 


TABELLE X. 


5ccm ‘Atginin=Formol-N 3,22 mg. 
PH 7.84 387°C. Nach 20 St. 


Gebrauchte Verbrauchte ee eines 
NaOH] ~ zersetzung ‘Anmerkungen 


~ mg Jod. 
(in 17.cem) 


(ccm) Ss 
1,97 71,4 
1,95 69,6 
1,97 71,4 
1,70 47,8 
1,40 21,7 
Mit der vor- 
handenen Jod- 
menge aquiva- 
.| lente Menge 
1,16 0 Natriumthio- 
suifat zugesetzt, 
aber nicht 
regeneriert. 
1,18 0 


2X) 


Beeinflussung der Lebcrarginasewirkung, 359 


F. Einfluss des Chininum hydrochloricum. 


Es ist eine schon bekannte Tatsache, dass das Chinin nicht 
nur fast alle Organismen angreift, sondern auch die Ferment- 
wirkung hemmt oder vernichtet. 

Neuerdigs wurde von Rona” und seinen Mitarbeitern, und 
F. Kromeke®, J. Brockmeyer® etc. tiber die hemmende 
Wirkung des Chinins auf Invertase und Serumlipase mitgeteilt. 
Uber den Einfluss dieses Mittels auf die Leberarginase wurden 
nach‘ derselben Methode, wie die oben erwihnte, Untersuch- 
ungen angestellt. 

Za dem Zwecke je 5ccm Fermentlésung mit einer von 
1-0.01 % igen Chininlésungen (Merck), welche durch Zusatz von 
Wasser zu 1ccm ausgefiillt wurde, versetzt, 1 Stunde bei Zim- 
mertemperatur stehen glassen, dann 2 Stunden und 20 Stunden 
' im Briitschrank, darnach Formol-N berechnet und mit der Kon- 
trolle verglichen. 

Wie aus der Tabelle XI ersichtlich, fand man weder eine 
hemmende, noch eine beférdernde Beeinflussung. 

Da eine Mitteilung vorliegt, dass beim Einwirkenlassen des 
Chininum muriaticum mit der Zunahme der PH-Zahl seine 
giftige Wirkung gesteigert wird (Rona und Block™), so habe 
ich auch ausser bei PH 7.30 auch bei PH 7.95 Versuche an- 
gestellt, was aber gar keine Stérungen ergab. ' 


1) Rona und Bloch; Bioch. Zeits. 118, 185. (1921). 

2) Kromeke; Klin. Woch. (1923) 1604. N. Oppenheimer, Fermente u. 
ihre Wirk. S. 474 (1924). 

8) Brockmeyer; Klin. Woch. 3, 874. 

0) Rona und Block; Bioch. Z. 118, 184 (1921. 
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: = ol-N 3,56 
boca eeainin { und II=Formo. ; = 


I = s 3.5° mg 
37°C 
=] Puffer we 
= 5 g as Phos Ngerace ae B 6. 
ersu- | 34 ey io ‘ aes 
chsreihe| OS Ee hat. Prim ide poe ae FES 
Be oa) sekund. | (cem) es ms 
(ccm) ° 
; 10,0 2,0 :8,0 | 7,80 1,87 5,24 = 
0 2,0 :8,0 | 7,30 1,88 5,26 
0,1 2,0 :8,0 | 7,30 2,34 6,55 = 
II 10,0 2,0 :8,0 | 7,80 2,35 6,58 a 
0 2,0 :8,0 | 7,30 2,37 6,64 
m | 1° 0,25:9,75 | 7,95 pas: Game) oe on 
0 0,25:9,75 | 7,95 2,30 6,44 


G. Hinjluss des Atoxyls. 


Rona und seine Mitarbeiter haben die Beeinflussung der 
Lipasewirkung durch das Atoxyl untersucht, was ergab, das es 
hemmend wirkt. 

Das Atoxyl wirkt besonders auf die Leberlipase stark giftig, 
und zwar schon in einer minimalen Menge von 0.0001 hemmend. 

Die Ermittelung, wie es die Arginase beeinflusst, ist nicht 
ohne Interesse. Nach der Versuchsmethode, wie die oben er- 
wihnte, wurde zu 5ccm Fermentlisung 1 ccm frisch bereitete 
Atoxylésung (0.001-1.0-10 % ige) zugesetzt, 1 Stunde bei Zim- 
mertemperatur stehen gelassen, dann bei PH. 7.30 Untersuchung 


1) Rona und Bach; Bioch. Z. 111, 166 (1920). 
A » Pavlowic;;, ,, 130, 225 (1922). 
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angestellt, was ergab, dass, wie die Tabelle XII zeigt, auch in 
- einer grossen Dose von 100mg (Gesamtmenge 16 ccm) die Ar- 
ginasewirkung gar nicht beeinflusst wurde. 


TABELLE XII. 


5cem Arginin=Formol-N 3.50 
PH 7.30 37°C. Nach 20 St. 


Verbrauchte 
Ege | fon | igi [ingR eo 
(cem) : 
0 6,64 
0,01 6,66 a 
10,00 6,64 ard 
100,00 6,61 — 


Ae EINFLUSS DER WASSERSTOFFIONENKONZENTRATIONEN 
AUF DIE WIRKUNG DER LEBERARGINASE UND DIE 
OPTIMALE H-IONENKONZENTRATION. 


' 


Die Untersuchung von Hunter und Morell” ergab, dass 
bei Zimmertemperatur die optimalen H-Ionenkonzentrationen 
der Leberarginase PH. 7.0 betragen, und es wird mitgeteilt, dass. 
sie in ihrer Wirkung auf der Seite der sauren Reaktion rapid, 
aber dei der alkalischen mit der Zunahme der PH-Zahl langsam 
herabgesetzt wird. 

Nach Hunter und Dauphinée™ ist der optimale PH= 
9.8 und nach Edlbacher und Bonem®” PH=9.5—9.9. 

Bei den obigen Resultaten hat man den durch die Spaltung 


1) Hunter und Morell; Proc. Roy. soc. Canada. (3) 16, 75 (1922). 
2) Hunter and Dauphinée; Proc. Roy. Soc. London. 97, 209, 227 


(1924). 
3) Edlbacher und Bonem; Zeits. phys. Chem. 145, 69 (1925). 
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des Arginins entstandenen Harnstoff nach der Ureasemethode 
quantitativ bestimmt uud dadurch den Zersetzungsgrad gemessen 
und als Arginin das Argininkarbonat gebraucht. Eine 1 % ige 
Lésung dieses Argininkarbonates zeigt nach einer Mitteilung 
von Edlbacher und Bonem PH 9.9 und die Ubereinstimmung 
mit den optimalen Wasserstoffionkonzentrationen. 

Nach einer von den friiheren Forschern ganz verschiedenen 
Methode mit einem ebensolchen Material, welches oben be- 
schrieben wurde, d.h. mit einer Argininchloridlésung, welche 
mit PH. 6.808 kolorimetrisch in Ubereinstimmung gebracht 
wurde, mass ich nach der Formoltitrationsmethode den Zersetz- 
ungsgrad, gebrauchte als Puffer primiéres und sekundires Phos- 
phat und Natronlauge, und so wurde die Nachpriifung angestellt, 
welche die aus den folgenden Tabellen ersichtlichen Resultate 
ergab. 


TABELLE XIII. 
(Nach 24 St.) 37°C 


5ccem d-Arginin=Formol-N 3,22 mg 
Arginase=2 9% Nr. IV. 


Verbrauchte — 
PH a NaOH Beane a ee 
(ccm) 
5,5 1,57 4,40 36,6 
6,75 1,86 5,21 61,8 
6,98 2,00 5,60 73,9 
7,34 2,25 6,30 93,5 
7,51 2,22 6,22 93,2 
8,03 211 5,91 83,5 
9313 2,03 5,68 76,4 


10,3 177 4,96 68,0 
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TABELLE XIV. 


(Nach 8 St.) 
5cem d-Arginin=Formol-N 3,47 mg 
Arginase=2 % Nr. III. 


Verbrauchte 
PH ~ NaOH le Bier oere eer 
(cem) 
5,44 1,56 4,37 25,9 
6,75 1,97 5,52 59,1 
6,95 2,06 5,77 66,3 
7,23 2,18 6,10 75,8 
7,40 2,22 6,22 79,3 
7,51 2,27 6,36 83,3 
7,95 2,15 6,02 73,5 
10,23 1,82 - 6,10 47,0 


TABELLE XV. 


(Nach 2 St.) 37°C 
5ccem d-Arginin=Formol-N 3,47 mg 
Arginase=2 % Nr. II 


Verbrauchte ese i 
PH NaOH ee N Se ung 
(ccm) ' 
5,09 1,25 3,50 0 
5,44 1,36 , 3,81 9,5 
6,75 1,68 4,70 38,3 
6,95 1,72 4,82 38,9 
7,23 1,83 5,12 47,6 
7,40 1,94 | 5,43 56,3 
7,51 1,87 5,24 51,0 
7,95 1,78 4,98 43,5 


10,23 1,69 4,73 36,3 
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Also ziihlen die optimalen H-Ionenkonzentrationen der von 
mir verwendeten Leberarginase PH 7.34-7.51. Dieser Wert 
stimmt mit ‘dem der H-Ionenkonzentrationen des Saéugerblutes 
und -serums fast iiberein, also von dem von den fritheren Autoren 
gefundenen etwas verschieden. 

Anderseits ergaben sich solche Resultate; welche mit den- 
jenigen von Hunter und Morell, nach denen die Wirkung 
auf der sauren Seite rapid, aber auf der alkalischen langsam 
abnimmt, fast iibereinstimmen. 


Werfen wir nun auf die Ergebnisse der Untersuchungen . 


tiber die Beeinflussung der Arginase durch physikalische und 


chemische Bedingungen einen Riickblick, so sind sie von denen ~ 


iiber die anderen ebenfalls in der Leber nachweisbaren Fermente 
z. B. die Leberlipase, Amylase etc. verschieden.; Das Atoxyl 
stort auch in einer minimalen Menge die Leberlipase, dagegen 
tibt es gar keinen Einfluss auf die Arginase. Auf die Leber- 
amylase wirkt das Fluornatrium nachweislich beférdernd, aber 
auf die Leberarginase hemmend. Diese wird, wie oben ge- 
schildert, in ihrer Wirkung durch freies Jod beeintrichtigt. 
Meines Erachtens ist die Frage, welchen Einfluss das letztere 
auf die Arginase in anderen Organen wie Nierén und Hoden 
austibt, eine interessante, deren Lésung der spateren Unter- 
suchung vorbehalten bleibt. Die tibrigen chemischen Substanzen 
und Pharmaka beeinflussen die Arginase in keiner Weise, da- 
gegen die tibrigen Fermente auf vielerlei Art. In dieser Eigen- 
schaft ist die erstere von den letzteren verschieden. Meiner 
Meinung nach haben die Ergebnisse der Untersuchungen tiber 
die Hinfliisse verschiedener dusserer Faktoren auf die Wirkung 
der Leberarginase die Studien tiber den Argininstoffwechsel 
und uber die Leberfunktion und deren Stérungen etc., welche 
in der Zukunft angestellt werden miissen, erleichtert. 


SCHLUSSFOLGERUNGEN. 


1) Beeinflussung der Leberarginase durch die Temperatur. 
A. Eine niedrige Temperatur (4.0-8.0°) setzt das Zerzetzungs- 


os 
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-vermégen der im fliissigen Zustand befindlichen Leber- 
arginase auch in 10 Tagen gar nicht herab. 

B. Zerstérende Wirkungen durch héhere Temperaturen sind 
je nach den Wasserstoffionenkonzentrationen verschieden. 
Die Arginasewirkung bei PH. 6.98 durch einstiindige 
Erhitzung bei 60° zu 36.1 9%, bei 70° zu 80,1 %, bei 75° 
fast ganz und bei 80° total zerstért. Bei PH 7,34 wird 
sie durch einstiindige Erhitzung bei 50° schon zu 32,0 %, 
bei 60° zu 67 % und bei 70° durch halbstiindige Erhitz- 

; ung total vernichtet. 

C. Die Leberarginase wird bei Gegenwart des Phosphates 
nicht thermostabil. 

2). Bei der Arginase kann man nicht die sog. antifermentative 

- Wirkung der normalen Seren nachweisen, welche bei anderen 

Fermenten konstatiert wurde. 
3) Einfluss der chemischen Substanzen und Arzeneimittel auf 
die Leberarginase.. 

A. Vom Fluornatrium wirkt schon 0,84mg (Gesamtmenge, 

20cem) schwach, 4,2mg zu 23,79 und 42,0mg zu 
55,3 % hemmend. Auch eine minimale Menge von 0,084, 
welche noch keine Hemmung bewirkt, beférdert die Wir- 
kung dieses Fermentes nicht. 
Die Beziehung zwischen der Fluornatriumkonzentration 
und der Hemmungswirkung ist eine gesetzmiassige. Trigt 
man auf der Abszisse den Logarithmus der ersteren und 
auf der Ordinate den des Hemmungsgrades auf, so mm 
eine gerade Linie registriert. 

B. Das Bromkalium zeigt auf die Arginase auch in grossen 
Dosen von 119,02 mg (Gesamtmenge 16ccm) gar keine 
hemmende, und auch in minimalen von 0.119 mg gar 
keine beférdernde Wirkung. 

C. Das Cyankalium tibt sowohl in grossen, als auch in mi- 
nimalen Dosen auf die Arginasewirkung gar keinen 
Einfluss. | 

D. Das Jodkalium beeinflusst auch in Dosen von 83 mg 
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(Gesamtmenge 20 ccm) die Arginase in keiner Weise. 
Vom freien Jod wirken auf die Arginase 0.635 mg (in 
der Gesamtmenge 17ccm) hemmend und ihre 2fachen 
Dosen stark stérend. 

Wenn man auch auf das vorliegende Ferment freies Jod 
einwirken lasst, dann dazu entsprechend Natriumthio- 
sulfat hinzusetzt, kann die Wirkung nicht regeneriert 
werden. 

Das Chinin tibt auch in Dosen von 10 mg (PH 7,30 und 
PH 7,95) auf die Arginasewirkung keinen veréndernden 
Einfluss aus. 
Das Atoxyl stért auch in grossen Dosen von 100mg (in 
Gesamtmenge 16 ccm) die Arginasewirkung gar nicht. 


Die Resultate meiner Untersuchung iiber den optimalen 
PH, welche ich unter Anwendung einer kolorimetrisch 
genau zu PH 6.81 gebrachten Argininchloridlésung durch 
Formoltitration ermittelt habe, sind von denen der Versuche, 
bei welchen die fritheren Autoren nach der Ureasemethode 
den Harnstoff bestimmt haben, einigermassen verschieden. 
Dabei ergab sich ein Wert von ca. PH 7,4, also Wasser- 
stoffionenkonzentrationen, welche mit denen des Saéugerblutes 
und -serums fast tibereinstimmen. ; 
Zum Schluss erfiille ich die angenehme Pflicht, Herrn Prof. 


-Nagayo, dem Chef des Institutes, welcher mir erlaubt hat, in 
seinem Institute diese Arbeit vornehmen zu diirfen, meine Hoch- 
achtung zu erweiser., Herrn Prof. Futaki fir die Anregung 
zu dieser Untersuchung, ferner den Herren Prof. Hayashi, 
Dr. Kohmoto und Dr. Hatta fiir die Leitung bei derselben 
und fiir die Korrektur ‘des Manuskriptes meinen herzlichsten 
Dank auszusprechen. 


UBER DEN EINFLUSS VON CHININ SOWIE EINIGEN 
HORMONPRAPARATEN AUF DIE PHOSPHOR. . 
SAUREABSPALTUNG BEI AUTOLYSE DER 
MUSKULATUR UND DER LEBER. 


Von 


" YASUSADA ODA. 


(Aus dem btochemischen Institut der Kaiserlichen Universitat zu Tokyo, 
Vorstand: Prof.:Dr. 8. Kakiuchi) 


(Eingegangen am 18, Juni 1926.) _ 


I. Hinleitung. 


In der vorigen Arbeit (Oda, 1926) habe ich mich mit 
der Frage beschaftigt, ob die: einzelnen Phosphoranteile der 
Organe unter dem Einfluss von verschiedenen Hormonpriparaten 
verandert werden. Die Hauptergebnisse hierbei bestanden darin, 
dass die Verinderung insbesondere die gebundene Phosphorsiure, 
‘die in zweistiindiger Autolyse der Organe befreit wird, betrifft. 
Es handelt sich héchstwahrscheinlich um die Zu- oder Abnahme 
des Phosphorsdurespenders, die unter der Einwirkung der ge- 
priften Stoffe stattgefunden hat. Aber in Anbetracht von 
Langfeldts Angabe (1921) tiber den Einfluss yon Adrenalin 
auf Leberdiastase und Collazos Mitteilung (1924) uber den 
Einfluss von Insulin auf Laktazidogenspaltung ist es auch nicht 
unméglich, dass es sich um die Beeinflussung der Spaltungs- 
' geschwindigkeit des Phosphorsiurespenders durch die betreffendén 
Stoffe handelt. So liegt es nahe zu priifen, ob die Phosphor- 
sdureabspaltung bei Autolyse durch Zusatz der oben erwaihnten 
Stoffe ins Breigemisch beeinflusst werde. 

Die gebundene Phosphorsiure setzt sich auch dann herab, 
wenn man isolierte Muskulatur in chininhaltiger Lésung zur 
rhytmischen Zuckung reizt (Riesser, 1923). Es ist daher auch 
wiinschenswert zu priifen, ob Chinin auf die Phosphorsiiure- 
abspaltung bei Autolyse einen Einfluss habe. 
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Aus diesen Griinden ist in der nachstehenden Arbeit der 
zeitliche Verlauf der Phosphorsiureabspaltung bei Autolyse der 
Muskulatur und der Leber in Gegenwart von Chinin sowie 
einigen Hormonpraparaten studiert worden. 


II. VERSUCHSANORDNUNG UND METHODE. 


Als Versuchstiere standen mir Kaninchen von ungefabr 2 
bis 83kg Kérpergewicht zur Verfitigung. Sie wurden 24 Stunden 
lang im Hunger gehalten. Das Verfahren fiir Zubereitung des - 
Organbreies war ganz dasselbe, wie es in der vorigen Arbeit 
angewandt wurde (Oda, 1926). Namlich dem durch Luft- 
embolie getéteten Tiere wurde das Organ méglichst schnell 
entnommen und sofort durch eine mit Kaltemischung stark 
abgektihlte Fleischhackmaschine zerkleinert (nach Embden, 
1921). 
| Je 10g von so erhaltenem Organbrei wurde in einen 
weitmiindigen Kolben, von 100 ccm Inhalt tbergefiithrt und 
mit gleicher Menge Ringerlésung versetzt. Die gesamten 
Ansatze wurden in zwei Gruppen eingeteilt. Die eine Gruppe 
diente zur Kontrolle, wihrend die andere zur Probe gebraucht 
wurde. In jedem Falle machte ich Parallelversuche. Ins 
Probegemisch wurde eine bestimmte Menge verschiedener Horm- 
onpriparate oder Chininlésung und ins Kontrollgemisch eine 
gleiche Menge Ringerlésung zugesetzt. Nach griindlichem 
Umrihren entnahm ich sofort von beiden je 2g zur Phosphor- 
sdurebestimmung (Bestimmung 7’) und stellte sie dann in einen. 
‘Thermostat, um sie bei konstanter Temperatur von 40°C auf- 
zubewahren. os 

Zu bestimmten Zeiten, wie 15, 30, 60 und 120 Minuten 
bei Kontrolle, oder 20, 35, 65 und 125 Minuten bei der Probe 
wurden wiederum je 2g von beiden Gemischen entnommen und 
zur Phosphorsdurebestimmung verwendet (Bestimmung T7>,). 
T,, bedeutet den Zeitraum, in dem die Autolyse vor sich ging. 
Das Abziehen der Bestimmung 7, von der Bestimmung 7, 
gab natiirlich die Phosphorsiurewerte, die in betreffenden Zeit- 
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réumen abgespaltet wurden. Der zeitliche Verlauf der Phosphor- 
sdiureabspaltung wurde in Kurven-dargestellt und der Vergleich 
der Kurve von Proben mit der von Kontrollen ausgefiihrt. 
Die Phosphorsiurebestimmung erfolgte nach Bell-Doisy- 
Briggs (1922). Enteiweissung der Autolysate wurde mit Tri- 
chloressigsiure erzielt, nachdem weitere Fermentwirkung durch 
Salzsiure ausgeschaltet worden war (nach Embden, 1922), 


III. VeERsucHSERGEBNISSE. 


Der Ubersichtlichkeit halber will ich bei der Besprechung | 
der Versuchsergebnisse nur die Durchschnittszahlen verwerten. 
Niaheres ist in den nachstehenden Belegstabellen angegeben. 


A. Muskulatur. 


Muskeln von Extremititen wurden zum Experiment benutzt. 
Faszien, Bindegewebe, Fette, Gefaisse und Nerven wurden midg- 
lichst entfernt. Je drei Versuche. 


Versuch I. 


Adrenalin Sankyo, in steigender Dose, nimlich 0,1, 0,8 
und 0,6ccm zugesetzt. Wie man in Abbildung sieht, wbt 
Adrenalin keinen Einfluss darauf aus. 


TABELLE I. 


Phosphorsdureabspaltung bei Autolyse der Muskulatur beim 
Zusatz von Adrenalin. 


P-Menge in 1g der frischen Substanz 


Zeit 15’ 20' 30’ 35’ 60’ 65’ 120’ 125’ 


-— |__| | | 


*Kontrolle| 0,50 0,60 0,68 0,78 


Probe 0,54 0,62 0,70 0,78 


370 | xeOdae 


Abbildung 1. 


Zeitlicher Verlauf der Phosphorsidureabspaltung beim in 
Tabelle I angegebenen Versuche. 
——e—— ...... Kontrolle, 
SO bnnons Ieee 


25 5 Oe 60" 120" 


Versuch II. 


Insulin Lily, zugesetzte Menge gleich wie bei Adrenalin. 
kein Einfluss. 
TABELLE II. 


Phosphorsaureabspaltung bei Autolyse der Muskulatur beim 
Zusatz von Insulin. 


P-menge in 1g der frischen Substanz 


mg 
Zeit 15’ 20' 30’ 35’ 60’ 125' 
Kontrolle| 0,60 0,68 0,76 
Probe 0,62 0,70 0,85 
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Abbildung 2. 
Zeitlicher Verlauf der Phosphorsaéureabspaltung beim in 
Tabelle I] angegebenen Versuche. 
ae Ore ce cic ote Kontrolle, 
er Os | se cise FONG. 


Versuch III. 


Pituitrin Park Davis, in gleicher Dose wie vorher zu- 
gesetzt, wiederum kein Einfluss. 
TABELLE III. 


Phosphorséureabspaltung bei Autolyse der Muskulatur beim 
Zusatz von Pituitrin. 


P-menge in 1g der frischen Substanz 
mg 


Zeit 15’ 20' 30! 35! 60’ 65’ 120' 125’ 


Kontrolle| 0,50 0,61 0,68 0,75 


Prove; 0,53 0,62 0,69 0,76 
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Abbildung 3. 


Zeitlicher Verlauf der Phosphorsdureabspaltung beim in 
Tabelle III angegebenen Versuche. 
—e—__ ........... Kontrolle, 
—o— ...... Probe. 


Versuch IV. 


Chininum hydrochloricum Hoshi, Konzentration - . : 
10000 


auch kein Finfluss. 
TABELLE IV. 


Phosphorsiureabspaltung bei Autolyse der Muskulatur beim 
Zusatz von Chinin. 


P-menge in 1g der frischen Substanz 
mg 


Zeit 15' 20' 30’ 30’ 60" | 65! 120’ 125’ 
iT 


Kontrolle| 0,58 0,66 0,75 0,84 


Probe 0,61 0,69 | 0,77 0,84 
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Abbildung 4. 
Zeitlicher Yerlauf der Phosphrsaiureabspaltung beim in 
Tabelle 1V angegebenen Versuche. 
wighererets Kontrolle, 
= O=ss Sec emerODe. 


15° 30". 60" 7 120° 


B. Leber. 


Zuerst wurde die Gallenblase, dann grobe Bindegewebe 
und Blut entfernt, wie es bei der vorigen Arbeit der Fall war. 
Je drei Versuche. Die Versuchsanordnung war ganz dieselbe 
wie bei Muskulatur. Auch hier tiben die gepriiften Substanzen 
keinen Einfluss auf die Phosphorsiureabspaltung aus, wie es 
in den folgenden Tabellen und Abbildungen ersichtlich ist. 
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TABELLE V. 


Phosphorsdureabspaltung bei Autolyse der Leber beim 
Zusatz von Adrenalin. 


P-menge in 1g der frischen Substanz 
mg 


+420" | 1957 


Zei t 15’ 20’ 35’ 


| 


Kontrolle| 0,21 


SS ne eee SSS 


Probe 


Abbildung 5, 
Zeitlicher Verlanf der Phosphorsdureabspaltung beim in 
Tabelle V angegebenen Versuche. 
—e——  ...... Kontrolle, 
—O—- _ .....e Probe. 


15" 30° 60" 120, 


——- 
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TABELLE VI. 


Phdsphorsadureabspaltung bei Autolyse der Leber beim 
.Zusatz von Insulin. 


P-menge in 1g der frischen Substanz 


mg 
Zeit 15! 20' 30" 35! 60" 65’ | 190° | 195° 
Kontrolle} 0,20 0,31 0,47 0,65 
Probe 0,28 0,33 0,48 0,66 
Abbildung 6. 


Zeitlicher Verlauf der Phosphorsdureabspaltung beim in 
Pabelle VI. angegebenen Versuche. 


——O ——_oseuee Kontrolle, 
—o—-  ....... Probe. 
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TABELLE VII. 


Phosphorsadureabspaltung bei Autolyse der Leber béim 
Zusatz von Pituitrin, 


P-menge in 1g der frischen Substanz 


mg 
Zeit 15’ 2.0" 30’ 35’ 
Kontrolle| 0,20 | 0,32 | 
Probe 0,23 | 0,85 


Abbildung 7. 
Zeitlicher Verlauf der Phosphorsdureabspaltung beim in 
Tabelle VII angegebenen Versuche. 


aes Kontrolle,. . 
Mapoce Probe. 
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TABELLE VIII. 


Phosphorsaureabspaltung bei Autolyse der Leber beim 
Zusatz von Chinin. 


P-menge in 1g der frischen Substanz 
mg 


Zeit 15’ | 20’ 30’ 35’ | 60’ 65’ 120’ 125! 
Kontrolle| 0,19 0,30 | 0,45 0,61 
Probe 0,23 0,33 | 0,47 0,63 


Abbildung 8. 


Zeitlicher Verlauf der Phosphorsaureabspaltung beim in 
Tabelle VIII angegebenen Versuche. 


——e—— _ ...... Kontrolle, 
——O——._ ...... ss Probe. 
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IV. ZvusSAMMENFASSUNG. 


1. Alle gepriiften Hormonpriaparate tiben unter obigen 
Bedingungen keinen Einfluss auf die Geschwindigkeit der 
Phosphorsiureabspaltung bei Autolyse der Muskulatur und der 
Leber aus. 

2. Auch Chinin zeigt in der geprtiften Konzentration 
keine Wirkung auf den genannten Vorgang. 


Belege, Tabellen. 


TABELLE IX. 


Phosphorsdureabspaltung bei Autolyse der Muskulatur beim 
Zusatz von Adrenalin. 


3 8 2 P-menge in 1g der frischen Substanz 
oH eg ms 
Nr. jon S 8 Zeit 
g a= Beer 15! 30’ | 35’ | 60’ 125" 
eee SD ee es ee ee ee 
te Kontrolle 0,56 0,61 
0,1 Probe 0,57 0,72 
2 Kontrolle 0,65 0,73 
0,3 | Probe 0,66 0,83 
3 Kontrolle 0,64 0,71 
0,6 | Probe 0,64 0,80 
Mittel Kontrolle 0,60 0,68 
Probe 0,62 0,78 
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TABELLE X. 


Phosphorsaureabspaltung bei Autolyse der Muskulatur beim — 
Zusatz von Adrenalin. | 


8 a P-menge in 1g der frischen Substanz 

om 
Kontrolle | 0,58 0,66 0,72 

0,1 Probe 0,62 0,68 0,74 0,81 
Kontrolle | 0,59 0,69 | 0,76 

0,5 Probe 0,61 0,69 0,78 0,87 
Kontrolle | 0,62 0,68 0,79 

0,6 | Probe 0,63 0,72 0,79 0,87 
Kontrolle | 0,60 0,68 0,76 
Probe 0,62 0,70 C77) =. | Oe 

TABELLE XI. 


Phosphorsdureabspaltung bei Autolyse der Muskulatur beim 
Zusatz von Pituitrin. 


3 a 2 P-Menge in 1g der frischen Substanz 
a aS 5 

Do 

Sw 


Kontrolle | 0,52 0,60 


0,1 | Probe 0,55 | 
Kontrolle | 0,46 0,63 
0,3 +} Probe 0,52 
Kontrolle | 0,52 0,59 
0,6 Probe 
Kontrolle | 0,50 0,61 


Probe 0,53 
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TABELLE XII. 


Phosphorsdureabspaltung bei Autolyse ace Muskulatur beim 
Zusatz von. Chinin 


P-Menge in 1g der frischen Substanz 
mg 


ae os 
5 s'5 
Nr |e RSS Zeit 
ze oO Peace 15’ | 20’ | 30’ | 35’. | 60’ | 65’ |.120’ | 125’ 
ae , Data a 2S eS eee ee 
10 Kontrolle | 0,59 _| 0,66 0,76 0,86 
1 ' 
10000 Probe | 0,62 0,69 0,78 0,86 
sat Kontrolle | 0,56 0,65 0,72 0,83 
1 
0, ? WE ? 
10000 Probe 60 | 0,67 0,74 ' 0,82 
12, Kontrolle | 0,60 0,66 0,77 0,84 
1 
10000 Probe 0,62 0,70 0,79 0,85 
_ Mittel Kontrolle | 0,58 0,66 0,75 0,84 
Probe 0,61 0,69 0,77 0,84 
TABELLE XIII. 
Phosphorsaureabspaltung bei Autolyse der beim 
Zusatz von Adrenalin. 
3 8 * P-Menge in 1g der frischen Substanz 
ose mg 
Nr. | HESS Te 
ecient) Zeit 
E eS nt 15" |). 20" 1730" | 35!" 60-5657 
a see ee 
13 Kontrolle | 0,17 0,28 | 0,40 
0,1 | Probe 0,20 0,29 0,43 
14 Kontrolle | 0,20 0,27 0,46 
0,3 | Probe 0,23 0,32 0,47 
15 Kontrolle | 0,25 0,34 0,47 
0,6 Probe 0,28 0,38 0,49 
Mittel Kontrolle | 0,21 0,30 0,44 
Probe 0,24 0,33 0,46 
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TABELLE XIV. 


Phosphorsaureabspaltung bei pays der Leber beim 
Zusatz von Ins 


P-Menge in 1g der frischen Substanz 
mg 


gepriiften 


Mittels 
cem 
=) 
S 
gs 
co 
a 
s 
3 
& 
S 
& 
_ 
3 
= 
a 


A 
lad 
Menge des 


Se ee ee ee 


16 Kontrolle | 0,18 0,29 0,46 0,63 
Probe 0,27 0,31 0,47 0,64 
17 | Kontrolle | 0,24 0,37 0,51 0,70 
Probe 0,27 0,39 0,52 0,71 
18 Kontrolle | 0,19 "0,28 0,44 0,62 
Probe 0,21 0,30 0,45 0,62 
Mittel Kontrolle | 0,20 0,31 0,47 0,65 
Probe 0,23 0,33 0,48 0,66 
TABELLE XV 
Phosphorsdureabspaltung bei Autolyse der Leber beim 
_ Zusatz von Pituitrin. 
as 2 P-Menge 1 ¢ in aie ape Substanz 
Nr. wes & - Tai 
Bais 1d ; ‘Alea 
E 3 ee 15’ | 20 | 30 35 60 65' 
| es ees Dain Eel RG tela Lc 
-19 Kontrolle | 0,21: 0,36 0,54 
0,1 Probe 0,38 0,56 
20 Kontrolle | 0,20 0,32 0,48 
| 0,3 | Probe 0,35 |. 0,48 
21 Kontrolle | 0,18 0,28 | 0,47 
0,6 | Probe 0,32 0,48 
Mittel Kontrolle | 0,20 


0,32 0,50 


Probe 0,35 0,51 
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TABELLE XVI. 


Phosphorsdureabspaltung bei Autolyse der Leber beim 
Zusatz von Chinin. 


P-Menge in lg der frischen Substanz 
mg 


60' | 65’ | 20 _ 125° 


22 Kontrolle 0,46 0,64 
1 
10000 Probe 0,49 0,65 
23 Kontrolle 0,46 0,62 
1 
rap | ETCke 0,48 0,64 
24 Kontrolle 0,42 0,58 
1 
30000 Probe bi 0,60 
Mitte] Kontrolle 0,45 | 0,61 
Probe - 0,47 0,63 
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UBER DEN EINFLUSS EINIGER GALLENSAUREN 
AUF DEN FETTSTOFFWECHSEL. 


Von 


SHIGERU IKOMA. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zw Okayama. 
Vorstand: Prof..T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 10. Juli 1926.) 


Schon seit Recklinghausen und Arnold ist bekannt, 
dass die Kérperzellen imstande sind, Fett aus den einfachen 
Bestandteilen aufzubauen, welche durch Blut und Chylus den 
Koérpergeweben zugefiihrt werden. Diesen Aufbau scheinen die 
Fermente der Zellen zu bewirken. Man nimmt allgemein an, 
dass es in den’ Zellen Fermente gibt, die Fette spalten und 
ebenso Fett synthetisieren. Nur ist man sich nicht klar dar- 
tiber, in welchem Teil der Zellen sich dieses Ferment befindet. 

Zurzeit weiss man, dass die Synthese des Fettes tiberall in 
den Zellen vor sich geht. Von den auf diese Weise in den 
Zellen gebildeten Fetten wird ein Teil mit der Kérperfliissig- 
keit, z. B. mit Galle, Milch, Hauttalg und spurweise mit dem 
Harn, aus dem Kérper ausgeschieden, waéhrend ein anderer 
Teil im Kérper, besonders in den Zellen der Leber, verbrannt 
wird. Der Ausscheidung muss die Fettspaltung in den Zellen 
vorangehen. . 

Dariiber, wie das Fett in den Zellen abgelagert wird, wenn 
es als solches oder als Muttersubstanz in die Zellen eingetreten 
ist, und wie es beim Hungern aus den Zellen wieder frei wird, 
ist Rosenfeld der Meinung, dass die Ablagerung und das 
_ Wiederfreiwerden des Fettes durch fortdauernde Oxydation inner- 
‘ halb der Zellen zustande kommt, indem z. B. das Fett aus den 
Gewebezellen wieder frei wird und in das Blut tibergeht, wenn 
‘infolge sehr starker Oxydation das Brennmaterial, wie Kohlen- 
hydrat und Eiweiss, zu stark abgenommen hat. Véollig unklar 
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ist aber noch, auf welche Weise das Fett aus den Zellen ins 
Blut iibergeht. 

Nach Kastle, Lovenhart (1900) und V. Loeb (1902) 
handelt es sich bei dem Fettstoffwechsel in den Zellen um eine 
durch ein fettspaltendes Ferment verursachte umkehrbare 
Reaktion, wobei Fettablagerung stattfindet, wenn der Spaltung 
gegentiber die Synthese tiberwiegt, und Fettverlust, wenn das 
Umeekehrte stattfindet. 

Blut und Chylus enthalten - anpemenlich neutrales Fett. 
Es ist so gut wie ausgeschlossen, dass das Fett direkt durch 
Filtration und Diffusion aus Blut und Lymphe ins Zellinnere 
eintritt. Es muss vor dem Eintritt in die Zelle erst verseift 
werden, ehe es dort wieder neu aufgebaut wird. Dieser 
Mechanismus der Fettspaltung und Fettsynthese scheint in allen 
Geweben und Organen durch dieselbe Lipase als umkehrbare 
Reaktion zustande zu kommen. E. Freudenberg (1912) hat 
die Fettspaltungsfahigkeit der verschiedenen Gewebe, Organe und 
Kérperflissigkeiten untersucht und gefunden, dass diese alle eine 
mehr oder weniger fettspaltende Wirkung’ ausiiben, vor allem 
aber die Leber, die das zugesetzte Fett fast quantitativ spaltet. 

Danach nimmt die Leber inbezug auf den Fettstoffwechsel 
eine besondere Stellung ein. Seit Minkowski und Naunyn 
(1886) weiss man allgemein, dass die Gallensiure in der Leber 
gebildet wird. Magnus (1906), O. Firth u. Schtitz (1907) 
H. Donath (1907), R. Willstatter (1923) und Fujiwara 
(1925) haben gezeigt, dass die Gallensiiure die fettspaltende 
Wirkung der Pankreaslipase stark beférdert. So steht die 
Bildung der Gallensiure der Leber mit der Funktion dieses 
Organs und dem Fettstoffwechsel in innigem Zusammenhang. 
Danach dirfte es aussichtsvoll sein, die fettspaltende Wirkung 
der Leber bei Zusatz von Gallensiiuren zu studieren, um so 
einen Hinblick in den Zusammenhang zwischen Fettstoffwechsel 
und Gallensiurebildung zu gewinnen. 

Bei Stauungsikterus, welcher durch Erkrankung der Gallen- 
wege entsteht, wird die Gallensiurebildung in der Leber durch 
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die Funktionsstérung dieses Organs stark beeinflusst... Bei 
volligem Abschluss des Ductus choledochus fliesst die Galle in 
die Leber zuriick, und durch Riickresorption der Galle in die 
Leber gehen die Gallensiuren in den allgemeinen Kreislauf 
tiber und werden durch die Niere in den Harn ausgeschieden. 
Dabei sind natiirlich die Durchtrinkung der verschiedenen 
Organe und Gewebe mit Gallensiiure und der auf diese Weise 
zustande kemmende Einfluss dieser Séure auf den Fettstoff- 
wechsel unvermeidlich. Besonders bei Cholimie, die durch 
gallenfaihige Substanzen, wie z. B. Gallensiure, bedingt ist, ist 
es yon Bedeutung fiir die Ernihrung des Kérpers, dass man 
sich tiber den Einfluss der Gallensiure auf den Fettstoffwechsel 
der verschiedenen Organe und Gewebe klar ist. 


METHODIK. 


Die frisch keimfrei isolierten Organe oder Gewebe wurden 
mit der Hackmaschine zerhackt und mit Kieselgur in der 
Reibschale gut zerrieben. Eine genau abgewogene Menge des 
Organ- oder Gewebebreis wurde mit einer bestimmten Menge 
physiologischer Kochsalzlésung und 0,1%iger Natriumbikarbon- 
atlésung gut durchgeriithrt und mit verschiedenen Mengen 
Gallensaiuresalzlésung versetzt. 

Einstweilen setzte ich 2ccm genau neutralisierter Olivendl- 
ermnulsion dem Gemisch zu und liess alles 24 Stunden lang im 


_Brutschrank bei 38°C stehen. 


Als Kontrolle erhitzte ich den Organ- oder Gewebebrei 2 
Stunden lang bei 100°C, inaktivierte ihn, fiigte eine bestimmte 
Menge Gallensaéurelésung hinzu und verfuhr weiter genau so, 
wie oben angegeben ist. 

Das Reaktionsgemisch wurde auf dem Wasserbade fast zur 
Trockne abgedampft und der schwach gefidrbte, ein wenig siru- 
pése Rickstand unter Zusatz von 40 com 94%igem Alkohol 
einen Tag stehen gelassen. Darauf setzte ich 30 com Alkohol 
hinzu, kochte auf dem Wasserbade unter Riickflusskiihler 2 
Stunden lang und filtrierte. 
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Der Riickstand wurde nun nochmals 4 Stunden lang mit 
50 com 94%igem Alkohol extrahiert und filtriert. — | 

Das zweite Filtrat wurde zuerst vom Alkohol abdestilliert 
und dann in der Porzellanschale- auf dem Wasserbade zur 
Trockne abgedampft. 

- Der Rickstand wurde mit 30 ccm Petrolaither 3 mal ex- 
trahiert und der Petrolaétherextrakt abdestilliert. Der vom 
Petrolather befreite Riickstand wurde mit 30 ccm 94%igem © 
_Alkohol 3-4 mal extrahiert. f 

An dem alkoholischen Extrakt bestimmte ich mit n/10 
KQH Lésung die gespaltene Fettsiure titrimetrisch, indem ich 
als Indikator Phenolphthalein verwandte. 


ERGEBNIS 
Versuch mit Leber. 


= 


g Gebrauchte © 
b9 A=, n/10 KOH- 
D é 5 E fe 8 a q Te = 2 
u 12:0 o 8 2 So x a g ccm “bp 
eo ors g 20 H ics RS) g 58 g 53 gq =| 
Nr. m 0 Sa 8 sueSe/SSs5/ePsiaq s as 
Q ‘BD ovo|j/Raesd| SHS Ge 5 
8 |Ba TS 8186 | . 
Mm ies |¢ O/18s |x 5 
Py td Aa. 8p - B a cs —Q 
S) a 5 
fo) q 
1 10 30 = = — 2 4.8 2.6 |inaktiv . 
iol lear 74 | 0.8 6 — te 4.9 2.6 ae 
3 2? 30 = — Say ”? (83 2 4.4 aktiv 
4 % 24 0.3 6 Aa ¢ 9.6 6.6 - 
5 " 20 0.5 | 10 _ F 10.5 6.8 * 
6 “ 28. ee 2 - 7.5 4.7 ys 
7 7% 22 0.3 6 y a 9.6 7.0 Fe 
8 ” 18 0.5 |. 10 2 tie ws of 
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Gebrauchte n/10 


4 a0 
o = a5 
Si a 38 EE 2 KOH-lésung ‘a 
> |a2 3 Ses | 28] _ ccm bo 
g "Ee OA 3 oo = Oo | 7 
Ban lON Sle BSloS Al B 5 i 
Nr. | SMISS SES SSSs| 82] ss H 
Qe OO No) S ey | a ® 
2 (23 |S slob. | see, g 
wigs if Boe |e! A Fs 
Au ta Ay a| 2B 15 - q oO 
SA ote toe (ag 
q nD wm 
5 I FI | 
GZl}é6'} 6 § 
bd 
1 i690 ae] 2 | 29 | 2.3 | 4.7 | 2.6 |inaktiv 
eS ge oa) *2 ot 1 Sl eB ae ee | 
3 we 808 eee ce | » | 50] 36 | 54] 48 | aktiv 
4 ees (Ott S| » | 56} 43 | 6.4 a 
5 » | 2 | 03} 61 — | OD I a8 4835) 60 |, 
6 a hes a ei fa Beh at Ao ar eal ee Re a 
be ~ L261 6 2 2 et eet O00. | Uae iy: 
Sy ye htees: eer eee Se O60 2-1 6.0 leas 


Bei 0.3-0.5%igem. Cholsiuregehalt wird die Fettspaltung 
stark beférdert, wobei besonders merkwiirdig ist, dass die Spalt- 
ung des zugesetzten Fettes mit der Vergrésserung des Gallen- 
sdiurezusatzes zunimmt. | 

Danach dirfte vermehrte Bildung von Gallenséure bzw. 
Cholsaiure in der Leber die Fettspaltung bis zu einem gewissen 
Grade férdern. 

Die Desoxycholsiure ist in ihrem Moxhalton gegen Fett- 
spaltung etwas verschieden von der Cholsiure, indem sie in 
Lésung viel oberflichenaktiver und viel giftiger wirkt. In 0.1 
%iger Lésung wird die Fettspaltung beférdert, aber bei 0.396 — 
etwas gehemmt. Im allgemeinen ist die fettspaltungférdernde 
Wirkung der Desoxycholsiure viel schwacher als die der Cholsiure. 
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Versuch mit Ochsenlunge. 
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Mit 0.3%iger Cholsiure wird die Fettspaltung beférdert, 
aber schon mit 0.5%iger Lésung zeigt sich Hemmung der Fett- 
spaltung in der Lunge. Aus diesen Daten ist ersichtlich, dass 
bei langdauerndem Ikterus bzw. Cholimie die Fettspaltung in 
der Lunge durch den Ubertritt der Gallensdiure in die Blutbahn 
stark gehemmt wird. 

Bei 0.1-0.396 Desoxycholsduregehalt wird die Fettspaltung 
beférdert. Dieses Verhalten bei der Lunge ist verschieden von 
dem bei der Leber. Danach scheint der Einfluss der Gallen- 
sdure auf die Fettspaltung je nach dem Organ ganz verschieden 
zu sein. 


Versuch mit Ochsenniere. 


g Gebrauchte n/10 
© 0 2 [OH-13 { 
~ lad | re 0 | ® KOH-lésung a 
2 (28 |S ela8 fs ccm ep 
nr. | 2 0/85 Ales sles Bes el Se E 
| Ewloa ceeales elec | = 8 B 
2 fe2l§ 8/8 sd 8 
A |@e8 |g O28 [es 3 
cory, HO |S 
ae I II TIT 
1 10 30, —|-- — 2) of eee 2.4 2.8 inaktiv 
2 CL ORG a, tee Ge ee a 2.3 3.0 x 
3 me 380 —|);— — mS 3.2 2.8 3.4 aktiv 
4 ay Wee 0.3 6 — ses 5.6 5.3 4.7 +5 
5 ee 20 O57), 10 — ne 5.0 4.6 3.6 os 
6 a 28 —}|— 2 os 3.2 Seok 3.4 +: 
Ge eee vee 6 1 8 Ly |e 5.9 4.9 oe 
8 a 18 0.5 10 2 a 6.8 5.4 3.9 p 
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A Gebrauchte 
hee hore maces as n/10 KOH- 5 
3 Sa | S/S 8 lésung ccm a 
S| Bss|SeS|“Seleee! Sa & 
am ~~ 
Mr) B’ [Ses | SE S/SS8/RE8) Ss 5 
4 na N 
Z| BS Aes ey et es 3 
Ay ha as 8 g os 
SZ iz II 
1} 10 30 SI a 2 28 | 20 | inaktiv 
2 " 28 0.1 2 = se 3.1 2.2 ie 
3 ms 30 —- _— — — 3.4 2.8 aktiv 
4 Sem es 0.1 2 = = 3.4 2.8 . 
5 as 24 0.3 6 = = 3.8 3.3 ie 
6 ? 28 = 2 oa 3.4 2.9 # 
Va ees 26 0.1 2 2 Es 3.4 3.4 - 
ie lanes 22 0.3 6 BOM sa le as6 3.6 


Bei 0.3% Cholsiuregehalt wird die Fettspaltung gefordert, 


bei 0.596 jedoch stark gehemmt. 


’ Die Desoxycholsaéure wirkt genau wie bei der Lunge bei 


0.1-0.39 Gehalt auf die Fettspaltung férdernd. 


Der Uberschuss an Gallensiiure im Blut bei Stauungsikterus 
Dabei wird 
die Niere durch die Gallensiure geschidigt, was die Ausscheid: 
ung der Gallensiure verlangsamt. 


wird durch die Niere in den Harn ausgeschieden. 
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Versuch mit Ochsenmilz, 
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genau so vor sich wie in der N 


Versuch mit Hundemuskel. 


a 


der Milz 


Die Fettspaltung infolge Cholsiure und Desoxycholsdure 


siure férdert bei 0:1-0.3% Gehalt die. Fettspaltung. 


Cholsdiure wirkt bei einem Gehalte von 0.3 


392 
geht in 
. spaltung férdernd, bei 0.5% aber hemmend. Die Desoxychol- 
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Die Gallensiiure wirkt auf die Fettspaltung im Muskel 
genau so wie in Niere, Milz und Lunge. Nur ist die Wirkung, 
verglichen mit der in den anderen Organen am schwachsten. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die Gallensiuren férdern im allgemeinen in der asepti- 
schen Autolyse der verschiedenen Organe und Gewebe die Fett- 
spaltung und zwar in der Leber am stirksten. Andere Organe 
werden weit weniger beeinflusst, so dass der Leber im Fett- 
stoffwechsel eine Sonderstellung zukommt. 

2. Der Einfluss auf die Fettspaltung ist je nach der Art 
der Gallensiiure verschieden. Bei der Leber wirkt die Cholsaiure 
auf die Fettspaltung noch bei 0.59 férdernd, wahrend in 
anderen Organen dieser Prozentsatz schon hemmt. Desoxychol- 
siure férdert die Fettspaltung noch bei 0.39, wogegen dieser 
Prozentsatz bei der Leber schon Hemmung verursacht. 

3. Danach ist klar, dass die Gallensiuren im Blut oder 
in Ké6rperfitissigkeiten bei Stauungsikterus in den Organen und 
Geweben bis zu einem gewissen Grad férdern, wahrend tber- 
schtissige Gallensiure bei Cholimie dagegen hemmt. 
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J, DIE WASSERSTOFFIONENKONZENTRATION BEI 
DER FEYTTSPLATUNG DURCH PANKREAS- 
STEAPSIN UND GALLENSAUREN. 


2, UBER DAS VERHALTNIS ZWISCHEN DER 
GALLENSAURENSTRUKTUR UND DER 
-FETTSPALTENDEN WIRKUNG. 


Von MASATO SHODA. 


(Aus dem Phyoiologisch-chemischen Institut zu Okayama. 
Vorstand: Prof. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 11. Juli 1926.) 


Alle dem Organismus zugefiihrten Stoffe werden nur in 
Lésung von den Zellen der Darmwand resorbiert. Fir die 
Ernabrung leistet der Verdauungsprozess diesen wichtigen 
_ Dienst, indem durch hydrolysierende Fermente die vorher in 
Wasser unléslichen Nahrungsstoffe wasserléslich gemacht werden. 

Nur bei der Fettresorption steht die Frage noch offen, ob 
das Fett als solches in Emulsion oder in seine Komponenten 
gespalten resorbiert wird. , 

Nach dem schon 1834 Eberle die emulgierende Wirkung 
des Pankreasgewebes beschrieben hatte, gelangte 1856 Claude 
Bernard durch die mikroskopische Untersuchung des Darmin- 
haltes zu der Uberzeugung, dass der Pankreassaft ausserdem 
die Fette zu hydrolysieren vermag, und endlich entdeckte 
Glassner die Lipase selbst. Solche fettspaltende Fermente 
kommen nicht nur im Pankreassaft vor, sondern sind auch 
einwandfrei von Volhard (1900) im Magensaft und von Umber 
und Brugsch (1906) in der Darmschleimhaut nachgewiesen 
worden. 

Durch die Untersuchung von H. Wieland (1916) ist die 
Resorption der Fettsiure im Darm klar geworden. Danach ist 
Latschinoffs Choleinsiure ein Additionsprodukt der Desoxy- 
cholsiure und der Fettsiure, und die durch Lipase aus Fetten 
gespaltenen  Fettsiuren werden als Choleinséure in Form von 
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Seifen in Lésung von dem Darm resorbiert. Spater haben 
Brugsch und Frankel (1923) bestatigt, dass die Fettresorption 
nach Wielands Choleinséureprinzip vor sich geht. 

Dass Zusatz von gallensauren Salzen die Wirksamkeit der 
Pankreaslipase auf ein Mehrfaches steigert, ist von Firth und 
Schiitz (1906) und Magnus (1906) nachgewiesen worden. 
Dieses Verhalten ist von Donath und andern als Freimachung 
des Enzyms aus dem Zymogen gedeutet worden. Da indessen 
die gallensauren Salze auch die Fette stark beeinflussen, indem 
-sie die Dispersitét ihrer Emulsionen ausserordentlich steigern, 
ist ein solcher Schluss nicht ganz gerechtfertigt. Nach Will- 
statter (1923) wirken die gallensauren Salze nicht als Emulgens, 
sondern durch Herbeifiihrung kolloidaler Niederschlage mit den 
Proteinen, an denen dann Ferment und Substrat adsorbiert 
werden und aufeinander wirken, als ein complexes Adsorbat. 
Willstatter stellte fest, dass die aktivierende Wirktng der 
gallensauren Salze nicht in der Umwandlung eines. Lipasezy- 
mogens in wahre Lipase, sondern in der Férderung der schon 
wirksamen Lipase bestehe. 

Nun ist klar, dass die Gallensiure bei der Fettspaltung 
der Pankreaslipase férdernd wirkt. 

Ks ist schon lange eine wohlbekannte Tatsache, dass die 
Reaktion des Mediums bei manchen biologischen Prozessen 
von ausschlaggebender Bedeutung ist. Es liegen deshalb auch 
zahlreiche Angaben tiber die Reaktion verschiedener tierischer 
und pflanzlicher Flissigkeiten sowohl im normalen, als auch 
im pathologischen Zustand vor. 

Uber die optimale Wasserstoffionenkonzentration bei Fett- 
spaltung durch Pankreassaft finden sich nur ganz wenige An- 
gaben. 

Rona und Pavlovic (1928) haben gefunden, dass die 
optimale Wasserstoffionenkonzentration des Pankreassaftes bei 
Tributyrinspaltung in PH 6.95-8.0 betriigt und bei PH von 
3.7 die Fettspaltung durch Pankreaslipase véllig aufgehoben 
wird. Nach Davidson (1912) hat die Pankreatinlipase ein 
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. Optimum ihrer Wirksamkeit bei einer [H] von 1.0x10~*, und 
bei PH von 5:0 hort ihre Wirksamkeit véllig auf. Nach Will- 
statter (1924) besitzt die Pankreaslipase bei 4.7 PH noch ihre 
Wirksamkeit. 

Wahrend in den Zellen der Wirbeltiere stets ein pind das- 
selbe. Cholesterin vorkommt, sind in der Galle der hdheren 
Tiere eine grosse Anzahl verschiedener Gallensiuren aufge- 
funden worden. 

Die chemische Erforschung der Gallensiuren ist nun in den 
letzten Jahren durch die Untersuchungen von H. Wieland und 
4.. Windaus so weit fortgeschritten, dass es nicht mehr aus- 
sichtslos erscheint, durch Ermittelung der Konstitutionsformeln 
den Unterschied im Bau der einzelnen Gallensiuren klar zu legen. 

Mit dem Unterschied der Konstitution der Gallensiuren muss 
je nach der Art der Gallensiuren ein grosser Wirkungsunter- 
schied zutage treten. So habe ich denn tiber die Fettspaltung 
durch Pankreaslipase bei Anwesenheit der verschiedenen Gallen- 
sduren und bei verschiedenen PH. vergleichende Untersuchungen 
vorgenommen in der Hoffnung, ein Optimum der Wirksamkeit 
der Pankreaslipase bei Gomes von Gallensiuren bestimmen 
za k6nnen. Gleichzeitig hoffte ich zu finden, -welche der 
sekundiren Alkoholgruppen, die durch ihre Zabl und Stellung 
im Gallensiuremolekiil die verschiedenen Gallensiuren bedingen, 
hauptsichlich die Lipasewirkung férdern, und endlich, welcher 
Zusammenhang zwischen der Gallensiurestruktur und ihrer 
fettspaltungférdernden Wirkung besteht: 

Die zur Verwendung gekommenen Gallensiuren waren 
Cholsiure, Desoxycholsiiure, Gallodesoxycholsiure aus Hiihner- 
galle von 8. Yonemura (41926) und Hyodesoxycholsiure aus 
Schweinsgalle von A. Windaus und Bohne (1923 und 1926). 

Die Gallodesoxycholsiure und Hyodesoxycholsiure kommen 
in der Galle des Menschen als Anthropodesoxycholsiure nach 
H. Wieland (1924) vor. Beide gelten fiir identisch. 

Verstiindnisses halber habe ich die Konstitutionsformeln 
der zur Verwendung gekommenen Gallensiuren angegeben. 
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Um die Stellung und Zahl der sekundéren Alkoholgruppen in | 
den Gallenséuremolekiilen mit einem Blick iibersehen zu.konnen, 
hhabe ich drei Ringe I. II. TI. (Abb. I), die je nach der Art - 
der Gallensiuren 2-3’ sekundire Alkoholgruppen enthalten, in 
Form eines Dreiecks (Abb. II) mit den die Stellung der 
sekundiren Alkoholgruppen angebenden Zahlen dargestellt. 


. Abbildung 1. ° 
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Als neutrales Fett verwendete ich Olivenél nach Kanitz 
(1905). Von den Gallensiiuren wurden Cholséure und Desoxy- 
cholsiure aus Ochsengalle, Gallodesoxycholsiure aus Hihner- 
galle und Hyodesoxycholsiure aus Schweinsgalle rein dargestellt 
und als 1%ige Na-salzlosung zum Versuche gebraucht. 

Die Pankreaslipase wurde nach Willstatter durch Ad- 
sorption mit Tonerden aus Ochsenpankreas hergestellt. 
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Als Puffer wurde das Phosphatgemisch von verschiedenen 
PH nach Sérensen (1910) verwendet. 

Zam Versuch benutzte ich einen Erlenmeyerkolben von 
50 cem Volumen, 3 ccm gereinigter Lipaselésung, 5 ccm der 
Olemulsion, 2 oder 4 com 12%iger gallensaurer Salzlésung und 
10 cem des Puffergemisches und liess alles mit 0.5 ccm Toluol 
16 Stunden lang bei 37°C im Brutschrank stehen. 

Die durch Pankreaslipase mit Gallensiiuren gespalteten 
Fettsiuren wurden nach Kanitz mit N/10 NaOH titrimetrisch 
bestimmt. Als Kontrolle versetzte ich das Gemisch anstatt mit 
der gallensauren Salzlésung mit 2 oder 4 com Wasser. 

Genauigkeathalber fiihrte ich jeden Versuch stets doppelt 
aus. 

Die Kurvej zeigt die infolge der férdernden Fettspaltung. 
durch Zusatz von Gallensiuren gebrauchte N/10 NaOH Menge 
bei verschiedenen PH. 


018 % Gallensduregthalt 
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ERGEBNISSE. 


(A) Versuch mit Cholsaure 


In diesem Versuch wird bei 0.09-0.18%igem Cholsiurege- 
halt die Fettspaltung durch Pankreaslipase sowohl im sauren 
wie im alkalischen Gebiet geférdert und zwar im letzteren viel 
starker als im ersteren, was auch bei Pankreaslipase ohne 
Gallensiure der Fall war, wobei merkwiirdig ist, dass die 
Fettspaltung durch Pankreaslipase mit der Vermehrung der 
Gallensiurenmenge parallel zunimmt. Im sauren Gebiet wird 
bei 5.288 PH die fordernde Wirkung véllig aufgehoben. Danach 
diirfte vermehrter Zusatz von Cholsiure die Fettspaltung bis zu 
einem gewissen Grad férdern. Ein Optimum bei fettspaltung- 
fordernden Wirkungen von Gallensiuren ist 8.04 PH. 


og 
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(B) Versuch mit Desoxycholsiure. 


Die fettspaltungférdernde Wirkung dieser Sdure ist von 
der der Cholsiure etwas verschieden, indem sie die Fettspaltung 
im sauren Gebiet mit der Vermehrung des Gallensiurezusatzes 
nicht parallel férdert, sondern dass, wie die Kurve zeigt, die 
Fettspaltung in die negative Phase tbergeht, d. h. bei 5.589 
PH findet sich Fettsynthese. Bei 5.589 oder 5.288 PH und 
0.09%igem Desoxycholsiuregehalt sistiert die férdernde Wirkung 
vollig, aber bei 5.589 PH und 0.18%igem Desoxycholsaure- 
gehalt fallt die Differenzzahl zwischen dem Titrationswert des 
-Versuchs und dem der Kontrolle negativ aus. Bei 5.288 PH 
und 0.18%igem Desoxycholsiuregehalt findet weder fordernde 
noch synthetisierende Wirkung statt. 

Im allgemeinen ist die fottspalturigtirdernde ee der 

- Desoxycholsaure etwas stirker als die der Cholsiure. Es ergibt . 

sich aus der Kurve, dass das Optimum bei diesem Versuch 
wie bei der Cholséure genau 8.04 PH betréagt. 

Aus der Abbildung (II) sieht man, dass die Decaeveholsnne 
‘strukturell die sekundiren Alkoholgruppen in. Stellung 3 und 
7, und nicht in Stellung 13 besitz , wiéhrend die Cholsiure 3 
OH-Gruppen. in Stellung 3, 7 und 13 besitzt. Doch férdert die 

Desoxycholsiure die Fettspaltung der Pankreaslipase stirker als 
die Cholsiure. Aus diesem Befund und der Abbildung II 
kann man yerstehen, dass die OH-Gruppe in Stellung 7 des 
zweiten Finferringes viel wirkungsfaihiger fiir die Férderung 
der Fettspaltung als die in Stellung 13 des dritten Ringes der 
Gallensiuren ist. Die in Stellung 13 befindliche OH-Gruppe - 
des dritten Ringes scheint vielmehr die férdernde Wirkung der 
OH-Gruppe in Stellung 7 zu hemmen. 

Danach ist die sekundire Alkoholgruppe in Stellung 7 des 
zweiten Ringes fiir die Férderung der Fettspdltung durch 
Pankreaslipase unbedingt ndtig. 
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(CG) Versuch mit Gallodesoxycholsiure. 


Die férdernde Wirkung dieser Saiure ist sowohl im sauren 
als auch im alkalischen Gebiet um vieles schwicher als die der 
Cholsiure oder Desoxycholsiure. Unter gleichen Bedingungen 
férdern Cholsiure und Desoxycholsiure ungefaihr zehnmal so 
stark die Fettspaltung der Pankreaslipase als die Gallodesoxy- 
cholsiure. Merkwiirdig jedoch ist, dass im sauren Gebiet bzw. 
bei 5.906 PH die Gallodesoxycholsiure auf die Fettspaltung 
stirker als die Cholstiure und die Desoxycholsiure wirkt. Die 
férdernde Wirkung geht mit der Vermehrung des Gallodesoxy- 
cholsiuregehaltes ungefahr parallel. In diesem. Versuch wird 
bei 5.288 PH und 0.18%igem GaHodesoxycholsiuregehalt die - 
Fettspaltung noch geférdert,/ aber bei 0.09% nicht mehr. 

Aus der Kurve geht hae dass das optimale PH fiir die 
Férderung der Fettspaltung mit Gallodesoxycholséure 8.04 
betragt. Die fordernde -Wirkung der Gallodesoxycholséiure im 
sauren Gebiet ist / in ziémlich weitem Umfang gleich gross, 
indem sie bei 1.906-7.162 PH dieselbe fordernde ae 
besitzt. 

Aus der Abbildung (II) und. dieser Wirkungsweise der. 
Gallodesoxycholsiure kann man verstehen, dass die Gallodesoxy- 
cholsiure, bei der eine wirkungsfihige OH. Gruppe in Stellung 
7 des zweiten Ringes fehlt, viel schwicher fettspaltungférdernd 
als die Cholsiure oder die Desoxycholsiure wirkt, und weiter, 
dass durch dieses Fehlen die Bedeutung der OH-Gruppe in 

Stellung 7 des 2. Ringes ftir die Férderung der ok ulead 
' indirekt deutlich zum Ausdrucke kommt? 

1923 fand A. Windaus ‘die RHR Conteh: dass 
die Hyodesoxycholsiure die Allocholanséure gibt, und erklarte, 
-dass die sterische Verschiedenheit zwischen Cholansiiure. und 
Allocholansaure nur auf der verschiedenen sterischen Anordnung. 
‘der Gruppe.C, des ersten Ringes der Gallensiuren beruhe. 

Ihrer Wirkungsweise nach scheint die Gallodesoxycholsiure 
zu der Gruppe der Cholansiurereihe, zu der man auch die 
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Cholsiure rechnet, zu gehéren. 
Aus der Cholsiure hat Wieland (1912) durch Wasserspal- 
tung und Hydrierung eine Cholansaure erhalten. 


(D) Versuch mit Hyodesoxycholsaure. 


Die férdernde Wirkung der Hyodesoxycholsiure ist sowohl 
im sauren als auch im alkalischen Gebiete unter den Gallen- 
siuren am schwichsten. Sie tritt im alkalischen Gebiete etwas 
mehr als im sauren hervor. Diese Wirkung geht jedoch nicht 
parallel mit der Vermehrung des Gallensiéuregehaltes. 

Das Optimum fiir die Férderung der Fettspaltung durch 
Pankreaslipase mit Gallensduren liegt in ziemlich weiten Grenzen, 
nimlich zwischen 8.04-9.18 PH. Innerhalb dieser Grenzen 
von PH wird die Fettspaltung durch Pankreaslipase im gleichen 
Masse geférdert. Im sauren Gebiete nimmt die férdernde 
Wirkung der Hyodesoxycholsiure mit ihrer Zunahme ab. Bei 
7.163 PH und 0.18%igem Gehalt wirkt sie schwacher férdernd 
als bei demselben PH und 0.09%igem Gehalt, und bei 5.906 
PH ist die férdernde Wirkung unabhingig von dem Gallen- 
sduregehalte. Bei 5.589-5.288 PH ist von einer fordernden 
Wirkung tiberhaupt nichts mehr zu sehen. 

Diese Wirkungsweise zeigt, dass die Hyodesoxycholsiaure, . 
die man friiher mit der Gallodesoxycholsiure véllig identisch hielt, 
strukturell von dieser verschieden ist und zu der Gruppe der 
Desoxycholsiuren zu gehéren scheint. 

Hier fehlt auch, ganz wie bei der Gallodesoxycholsiure, 
eine OH-Gruppe in Stellung 7 des zweiten Ringes, wonach 
man leicht vermuten kann, dass die férdernde Wirkung der 
Fettspaltung der Lipase durch Hyodesoxycholséure viel schwi- 
cher als die durch Cholsiure und Desoxycholséure vor sich 
geht. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Alle Gallenséuren férdern die fettspaltende Wirkung 
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der Pankreaslipase sowohl im sauren als auch im alkalischen 
Gebiete, und der Férderungsgrad ist je nach der Art der 
Gallensiuren unter gleichen Bedingungen ganz verschieden. 
Im alkalischen Gebiet entfalten die Cholsiure und Desoxy- 
cholsiure besonders starke Wirkungen. 

2. Die férdernde Wirkung ist bei der Desoxycholsaure 
am stiirksten. Dieser folgen dem Wirkungsgrad nach die 
Cholsiure, Gallodesoxycholsiure und Hyodesoxycholsaiure. Mit- 
unter sind die Desoxycholsiure und Cholsiure ungefahr zehnmal 
so wirksam wie die Gallodesoxycholsiure und Hyodesoxychol- 
siure. 

3. Das PH-Optimum der fettspaltungférdernden Wirkung 
der Pankreaslipase liegt beim Versuch mit Cholséure, Desoxy- 
cholséiure und Gallodesoxycholsiure bei 8.04 und das der 
Hyodesoxycholsiiure bei 8.04-9.18. 

4. Die férdernde Wirkung der Cholsiure und Gallodesoxy- 
cholséure geht sowohl im alkalischen als auch im sauren. Gebiete 
mit der Vermehrung des Gallenséuregehaltes parallel. Bei der 
Hyodesoxycholsiiure hingegen ist zwischen 7.163-5.906 PH das 
Umgekehrte der Fall, indem mit der Vermehrung des Gehaltes 
die Férderung der Fettspaltung abnimmt. Bei der Desoxy- 
cholséure wird bei 5.906-5.288 PH mit der Vermehrung der 
Gallensiuremenge die Férderung nicht nur herabgesetzt, sondern 


es tritt sogar durch die Desoxycholsiiure Synthese der gespaltenen: 


Fettséiuren ein. 

5. Der Wirkungsunterschied zwischen Gallodesoxycholsiure 
und Hyodesoxycholsiiure und der innige Zusammenhang zwischen 
den Wirkungen der Cholsiiure und Gallodesoxycholsiure, oder 
zwischen denen der Desoxycholsiiture und Hyodesoxycholsiure 
deuten auf eine strukturell genetische Verwandtschaft hin. 
Genetisch scheint die Gallodesoxycholsiure zur Cholsiurereihe 
und die Hyodesoxycholsiure zur Desoxycholsiurereihe zu 
gehéren. — 

6. Cholsiure und Desoxycholsiure férdern die fettspaltende 
Wirkung der Pankreaslipase vielfach stirker als die Gallodesoxy- 
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cholsiure und die Hyodesoxycholsiiure, denen die OH-Gruppe 
in Stellung 7 des zweiten Ringes fehlt. Daraus darf man . 


-schliessen, dass die OH-Gruppe in Stellung 7 des 2. Ringes fir — 


die Férderung der ‘Fettspaltung durch Pankreaslipase eine 
bedeutende Rolle spielt und fiir die férdernde Wirkung un- 
bedingt notwendig ist. as; 

7. Durch den Unterschied zwischen den Wirkungen der 
Cholsiure, die die OH-Gruppe in Stellung 18 des dritten Ringes 
birgt, und denen der Desoxycholsiure, bei der die OH-Gruppe 
in Stellung 13 fehlt, wird es sehr wahrscheinlich, dass die OH- 
Gruppe des Ringes III die férdernde Wirkung, fiir die die 
OH-Gruppe des Ringes II unbedingt nétig ist, eher hemmt als 
férdert. 
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The nitrogen distribution of the muscle of the crab, Grapsus 
nankin (Pank-Hsieh), should be interesting for two reasons. 
Firstly, the crab seems to be the only other crustacean whose 
amino acid content has been so far studied, the muscle of 
shrimps, Peneus setiferus (L.), having been recently analyzed 
for nitrogen distribution by Jones, Moeller and Gersdorff 
(1925). Secondly, it constitutes one of the common Chinese 
delicacies in the coast provinces. 


PREPARATION OF MATERIAL FOR ANALYSIS. . 


Material for these analyses was prepared by two methods :— 
(1) heat coagulation, and (2) alcohol coagulation. The partially 
dried samples were employed for some of the analyses; special 
samples for total nitrogen and-ash were dried at 110°C. For 
-. the determination of tyrosine and tryptophane the heat-coagulated 
preparation was used, while all other analyses were made on 
the alcohol-coagulated sample. A more detailed account of 
methods of preparation is given in the experimental section. 


GENERAL PROPERTIES OF THE MATERIAL. 


The heat-coagulated preparation was a light and snow 
white powder which contained both fine and coarse particles ; 
it was rather difficult to handle on account of its fluffiness. 
The alcohol-coagulated sample was yellowish, heavier and 
coarser. Both were almost odorless, but slightly saltish in 
taste. The dried samples were not hygroscopic. A small sample 
was partially hydrolyzed with hydrochloric acid ; the hydrolyzate 
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was found to be positive to the following tests:— Folin- 
Denis, Ehrlich diazo-reaction, biuret, Folin-Looney test: 
for cystine (1922), Millon and xanthoproteic, but negative to. 
Hopkins-Cole and Molisch. The latter two tests were - 


repeated on the solid sample with positive results after about 
six hours’ standing. 


PRELIMINARY ANALYSES. 


With the exception of sulphur and phosphorus preliminary 
analyses were made on both preparations. Total nitrogen was 
determined by the Kjeldahl method, fat by the Soxhlet method, 
total sulphur by the method of Denis (1910), phosphorus by 
Briggs’ method (1924) for total acid-soluble phosphorus and 
Baumann’s method (1924) for organic phosphorus. The 
results are presented in Table I. 


TABLE I. 


Preliminary Analyses of Crab Muscle. 


Method of preparation: Alcohol-coagulation Heat-coagulation 
- Total nitrogen ? 1541” eG. 
Fat Te rye Met 0.37 
Ash | | 4.88 4.58 
’ Total sulphur 0.98. — 
Phosphorus yas 0.58 = 


' It will be noticed in the above table that the ash content 
is very high. This is probably due to the presence of carti- 
laginous tissues ‘which are found within crab muscles ate which 
are difficult to remove completely. 

The figure for phosphorus is also high; but the amount 
of phospholipins present, if any, must be of no. consequence 


since the percentage of ether-soluble substances was small. The 
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greater part of the phosphorus was probably contributed by some 


-Ron-nitrogenous organic phosphorus compounds such as hexose- 


phosphate, but more probably by inorganic phosphates, since 
the ash content was high. The presence of nucleic acids in 


_ significant quantities is possible but not probable, since muscles 


are known to be poor in nuclein material. 


Nirrocen DisrrirBurion. 


The material seems, therefore, to be suitable for the deter- 
mination of nitrogen distribution by Van Slyke’s method 
(1911, 1915 i & ii). We followed in the main Van Slyke’s 


TABLE II. 


Distribution of Nitrogen in the Crab Muscle as Determined 
by. the Van Slyke Method (1915). - 


Average 
Form of nitrogen I II Average eat 
of bases 
% 96 % % 
AMMONIA PIA scale cieiape’- lores 7.25 41.23 7.24 7.24 
Melanin N (coarse particles | 0.84 0.83 0.84 
separable by filtration). . 
Melanin N (adsorbed by 0.57 0.67 0.62 
{ Fyaa ay) Ura tere ae ee 2.25 2.56 2.40 2.40 
Melanin N (in ether-amyl | 0.57 0.74 0.66 
alcohol extract) ........ 


Melanin N (from the solu- | 0.27 0.32 0.30 
tion containing the bases) 


MOP RUTEIO IN ties stat syne tbiere 0.79 | 0.59 | 0.69 | 1.25 


PATIT NTO Dy 5, aheaoru 21910169, iate 14.88 13.70 14.29 14.9 

29. 29.22 29.12 31.29 
VISHIGIHOUIN. «sod an werga tees 1.89 3.54 272 8.b0 
MEV SITOTON Mtersinraia.ss so sisis cele 11.46 11.38 11.42 11.52 
Amino N of filtrate ...... 56.23 56.12 56.18 55.06 

59.80 59.76 bz 60 
Non-amino N of filtrate .. | 3.49 3.68 1 35.8 2.54 


Total N regained 98.24 98.81 98.55 98.55 
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directions with certain minor modifications which were described 
in the experimental section of this paper. The figures for 
nitrogen distribution are given in Table II. 

Part of the data for nitrogen distribution has been recal- 
culated. in terms of percentages of amino acids in the crab 
muscle on the ash- and moisture-free basis. To these have been 
added figures for tryptophane and tyrosine which were deter- 
mined in a separate sample of the heat coagulated preparation 
by Folin-Looney method (1922) and also, for comparison, 
corresponding values for the Saag muscle as so. by Jones, 
Moeller, and Gersdorff (1925). 


TABLE IIt. 
Percentage of Some Amino Acids in Crab and Shrimp Muscles. 


Amino acid * Crab muscle Shrimp muscle (1) 
Cystine ; 1.74 per cent 1.75 per cent. 
Arginine 7.54 10.24 
Histidine Dae 3.78 
Lysine 9.74 7.60 
Tryptophane 1.48 1.21 
Tyrosine 5.62 a 4.88 

EXPERIMENTAL. 


Preparation of Material.—The heat-coagulated sample was 
prepared as follows:— Live crabs were thoroughly rinsed and 
thrown into boiling water. All available muscles from legs and 
sides were removed and carefully separated from connective 
tissties and blood vessels. The resulting material was extracted 


Cystine, arginine, histidine, and lysine were determined on an alcohol- 


coagulated preparation, while tryptophane and tyrosine on a heat-coagulated 
sample. 
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twice with 95% alcohol, passed through meat chopper, thorough- 
ly ground in mortar, and extracted once more with alcohol. 
Decreasing amounts of a brownish oily mass were recovered from 
successive alcoholic extracts, and the last extract was almost 
free from fat. The residue was extracted twice with ether. 
All extractions were carried out at room temperature. It was 
finally dried over sulphuric acid. _ 

To prepare the alcohol-coagulated sample attempts were 
first made to remove the semi-fluid muscles and drop them into 
alcohol, but the separation by this method was slow and 
unsatisfactory. The following technique was then adopted:— 
Thoroughly washed crabs were killed by immersion in 95% 
alcohol. After three or four days’ standing in the ice-box the 
muscles were still soft. Legs were accordingly detached and 
the shells cracked; soaking in cold alcohol was continued for 9 
or 10 more days, making the total period about 2 weeks. The 
coagulated muscle was removed and freed from blood vessels 
and connective tissues. This crude material was extracted three 
more times with 95% alcohol; the residue was air-dried, ground, 
and extracted once with ether. The ether-extracted material 
was dried first over sulphuric acid and then at 110°C 

Determination of Phosphorus and Sulphur.—For these 
determinations the protein preparations were dissolved by partial 
-hydrolysis with acid. The hydrolysate was diluted to a definite 
volume and aliquot portions were taken for the determination 
of total nitrogen as well as either phosphorus or sulphur. The 
weight of the dry crab meat was calculated from: the nitrogen 
figures. 

_ For the determination of phosphorus we used both Briggs’ 
method (1924) and the same method slightly modified by Bau- 
mann (1924) in which the oxidized mixture was evaporated with 
water in order to remove any excess hydrogen peroxide and also 
to transform any meta- or pyrophosphoric acid into orthophos- 
phoric acid. Both methods gave consistent results. Control 
experiments were made on a known amount of phosphate con- 
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taining the same amount of perhydrol as was actually used for 
oxidation; theoretical results were obtained. 

In connectioh with total sulphur determination it is inter- 
esting to note that the cystine sulphur (calculated from the 
percentage value for cystine in Table III to be 0.46%) amounts 
to less than half of the total sulphur (See Table I). 

Nitrogen Distribution.—In regard to nitrogen distribution 
we wish to call attention to the following points: 

(1) Hydrolysis was completed within 24 hours. 

(2) Most of the departures from Van Slyke’s method as 
described in our previous communication (Lin, 1926) were 
retained in our present work. The necessity of a more pro- 
longed period for ammonia distillation was confirmed. We 
generally distilled two hours followed by a half-hour period. 

- (8) Acid hydrolyzates of proteins frequently contain large 
amounts of coarse melanin particles which settle out rapidly 
and render the sampling of a uniform suspension ~difficult. 
Pipettes were sometimes clogged up; and the difficulty of obtain- 
ing a uniform mixture was believed to be responsible for the 
occasional unsatisfactory checks between duplicates of Kjeldahl 
determinations. These difficulties were especially felt in our 
present work and in order to avoid them the hydrolyzate was 
filtered through ammonia-free paper and the residue of humin 
matter was washed with hot water until free from chloride; 
about one liter of wash-water was usually required for this 
purpose. The filtrate and wash-water were combined and con- 
centrated in vacuo to about 100cc., transferred to a 200cc. 
volumetric flask and diluted to mark. Aliquots were analyzed 
for total nitrogen. The residue and the filter paper were anal- 
yzed for humin nitrogen as usual. The sum of the nitrogen 
values-in the filtrate and the residue represents the total nitrogen 
of the sample. 

Determinations for humin nitrogen were made also on the 
melanin adsorbed by lime and the residues from the ether-amyl 
alcohol extract and from the solution containing the basic 
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amino acids.. The last determination was made on the humin- 
like material which precipitated out during the concentration of 
the solution. The figure for total melanin nitrogen is obtained 
by adding together the melanin nitrogen values from these four 
different sources. 

(4) Some samples of’ Sinyl alcohol mixture seem to be 
contaminated with pyridine or pyridine-like substances which 
render the endpoint of the titration in arginine determination 
indefinite. These substances can be easily removed by thorough 
washing with dilute hydrochloric acid. 


SuMMARY. 


The nitrogen distribution of the muscle of crab, Grapsus 
nankin (Pang-Hsieh), was determined. Analytical results for 
tyrosine,. tryptophane, sulphur and phosphorus were also given. 

My thanks are due Mr. Chao-Chi Chen for his valuable 
help in some of the preliminary tests. 
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BIOCHEMICAL STUDIES ON THE GROWTH OF 
PARAMECIUM. ‘ 
I. The Effects of Amino Acids, Polypeptide, Beef-Extract and — 
Nucloic Acid upon the Division Rate in Paramecium 
caudatum and the Relation between their Action 
and Bacterial Flora. 


By 


TAMEKICHI UGATA. 


(From the Biochemical Laboratory, Tokyo Imperial ‘University. — 
Director: Prof. Samuro Kakiuchi.) 


(Received for publication, July 28, 1926.) 
I. Iyrropuctory. 


Already in 1889 Maupas pointed out in his classical ex- 
periments that although Paramecium is able, even if all possible 
chances to conjugate is taken away, to live and to multiply for 
a certain length of time, yet its vital function and its reproduc- 
tion under this condition become gradually weakened, until 
finally death occurs, though there may be an abundant supply 
of food material 

Calkins (1903), by the most extensive and careful observa- 
tions clearly demonstrated that the race-history of Paramecium 
runs in cycles, repeating the perio dof depression at fairly regular 
intervals, viz. about once in three months, thereby temperature, 
as indicated by the seasons, has little or nothing to do with 
the rise and decline of vigor in this unicellular organism. It 
was also stated that so-called rejuvenation can be obtained by 
means of agents other than conjugation, such as mechanical 
agitation or the use of beef-extract in place of the regular hay 
infusion or also probably by a rise in temperature. The one 
important fact here to be emphasized is, however, that such 
artificial means were not so effective in reviving it as the process 
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of conjugation, and that the effect of the former, as measured 
by the division rate of the cells, was not so long in appearing 
as that of the latter. 

The conditions induced by the process of conjugation have, 
therefore, been enough of an enigma to command the interest 
of the cytologist and a number of data have been, especially in 
the last ten years, accumulated from this side. Certainly the 
morphological research is less fundamental for the experimental 
analysis of vital phenomena. There are, however, aspects of 
the problem with which the biochemist must try to deal. 
Nevertheless, up to the present, not many efforts have yet been 
made from this point of view. The remarkable study in this 
connection is the one in which thyroid extracts were tested as 
to whether they accelerate the division rate of Paramecium or 
not. Shumway (1917) and recently Cori (1923) reported that 
the. thyroid substance, when fed to Paramecium, produces a 
constant and significant increase in the rate of division of the 
latter, while thyroxin, the active principle of the thyroid, has 
“no such effect. More recently Woodruff and Swingle (1924) 
have established the fact that when proper controls are used 
neither thyroid, pineal nor pituitary material gives any accelera- 
tion in cell division ; so thyroxin does not accelerate, and above 
a certain concentration, it rather depresses the multiplication of 

Paramecium. 

It is a well known phenomenon that the nucleus of 
Paramecium, which has been isolated daily after division so as 
‘to make conjugation impossible, undergoes a remarkable change 
called endomixis. When we consider that either conjugation 
or endomixis play an important role in the process of the 
rejuvenation, it may be reasonably assumed that nuclear com- 
pounds may give some influence on the division rate of 
Paramecium. | =t% 

Upon this consideration the present study was undertaken 
with a view to elucidating the relation of nuclear compounds 
to “‘rejuvenescence.’’ At the same time attention was duly 
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paid to the part played by bacteria which certainly may cause 


‘more or less variations in the reproductive rate of Paramecium.. 


II. ExprrRIMENTAL METHODS. 


The procedure adopted in the feeding of Paramecium 
caudatum was, with a slight modification, essentially that 
described by Calkins (1908). Paramecia were fed in the 
slides which have a central circular hollow with a capacity 
of about seven drops of distilled water. To prevent evaporation 
the slides were placed in moist chambers, consisting, just as 
described by Calkins, ef large glass slender dishes nine or 
ten inches in: diameter and about three inches deep. The. 
complete moist chamber consists of the following parts: 1) an’ 


easily detachable cover, 2) parallel glass bars upon which 
_ preparations are laid, 3) fine, cleanly washed sand, and 4) . 
water. 


Since Paramecium is extremely sensitive to slight changes 
in its environment, great care is taken, like Calkins, in cleaning: 


the slides and the pipettes which are used for transferring the 


individual Paramecium from one slide to another. Thereby 
one pipette is always used for the same purpose and for no 
other, 

Counting and isolating of Paramecium can be easily carried 
out under a dissecting microscope.- __ 

Individuals maintained in each line were derived from a. 
single one isolated on June 10, 1924. Each individual. was 


placed in a slide in four drops of each culture medium, the 


effect of which is to be tested, and after the lapse of about 
twelve hours the number of Paramecium was counted. One 
individual was then isolated at random in a new slide for the 
next observation. At each isolation care should also be taken 
so as to pipette out a single specimen only with as little of the 
older medium as possible. The reproductive activity of the 
race I used was so vigorous that counts and isolation had to 
be made twice a day, namely, early in the morning and late 
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in the evening. Thus the animals were perfectly deprived of 
all possible chances to conjugate. 

In recording the number of divisions the following may 
be introduced as a more rational method of calculation than 
that which has been ordinarily used :—If we express the number 
of individuals with A and rate of division with 2, the following 
relation. exists between them, 


SA 
therefore, 
es log A 
log “log 2° 


So when there are two individuals on the slide, the number 
of divisions is 1, and when there are three, the number is to 
be noted as 1,6; when five, it is to be noted as 2,8; when 
seven, as 2,9 and when eight, as 3,0 and so on. Throughout 
“may experiments the number of divisions was recorded according 
to this method of calculation. ; 


Til. ExprErRIMENTAL RESULTS. 


The general plan of the experiments was as follows: 
Paramecia, whose life histories are given above, were fed on 
the hay infusion* and isolated twice a day. 

From this control line a single Paramecium was isolated 
and placed on a slide with 2 drops of the solution to be tested 
and 2 drops of the hay, infusion, while in the control line 2° 
drops of the hay infusion and 2 drops of tap water were sup- 
plied. As this series of experiments was in the main conducted 
ou the hot season He lasted from the cae of June to the 


* Hay infusion :—About 7 grams of ERTS rice straw hay are satan in 
about-250 ce. of tap water which is then heated to 90°C for about 10 minutes. 
The infusion thus prepared is used after standing for about twenty-four hours 
in summer and for about forty-eight hours in winter. Directly before its use 
it was diluted with the same volume of tap water or, when. the influence of 
any substances on the rate of division is desired, with an equal volume of 
the solution containing a certain amount of them, 
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beginning of November), every culture media except the hay 


Infusion were prepared every six or seven days and were placed 


in an ice box while they were not. in use. 


A. Effects of Amino Acids on Division Rate. 


Though some of the amino acids were studied for the growth 
of infusoria, data are still lacking to clear up the role of these 
substances in the feeding experiments made by the conditions 
under consideration. Therefore, in the first place a series of 
experiments were run, using six kinds of biochemically essential 
amino acids and the method just described. 


- 1. Effect of Tyrosine or Cystine on Division Rate. 


_. 1/100 molar solution (suspension) of tyrosine or cystine was 
tried out on four files of sister cells for six days. After this 
treatment paramecia were returned to the control medium (hay 
infusion) and fed on this medium for two weeks and then again 


tyrosine or cystine of the same concentration as above were 


supplied continuously for 24 days. Several weeks later from 
the time when this series of experiments started, the concentra- 
tion of these substances was lowered from 1/100 M to 1/1000 
M and with this diluted medium the feeding experiment was_ 
further carried out continuously for 20 days more. The results 
of the experiments are shown in Table I. 

From this table it is clear that tyrosine or cystine in 1/ 100 
and 1/1000 molar concentration has no appreciable effect on the 
rate of reproduction of Paramecium, no matter in what manner 
these substances might be supplied; that is to say, whether 


‘they were supplied to Paramecium at once or whether, after 


two weeks’ feeding with the hay infusion, they were supplied 
gradually by increasing their concentrations. From the 29th 
feeding day to the end of the experiments a new experiment 
was added to test the effect of tyrosine or cystine on the division 


‘rate of individuals already captivated in the hay infusion for a 


certain length of time by selecting three individuals anew from 
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TABLE I. 


Average 


Date 


Average || 


Tyr 
(Began June 


osine-Experiment 
25, ended August 30, 1924) 


Tyrosine 
1.30 1.30 
1.50 1.00 
1.30 1.30 
1.50 1.30 
1.30 1.30 
1.50 | 1.30 
1.40 1.25 

1,32 
2.41 2.13 
1.41 1.66 
1.59 1.50 
1.30 1.66 
2.20 2.09 
2.09 2.09 
1.83 1.86 

1.87 

1.41 | 2.00 
3.08 | 2.30 
2.09 | 1.59 
1.59 | 1.66 
| 1.66 | 1.79 
1.50 | 1.66 


U9 1-91 2.06 1683 


Average 


Control 
1.00 1.30 
2.45 2.41 
3.02 2.95 
2.50 | 2.49 
2.38 2.00 
1.91 2.16 
PEA ene 

2.20 
1.59 2.09 
2.09 | 1.41 
1.59 1.66 
2.46 2.09 
1.91 | 2.09 
1.79 1.66 
1.91 1.83 

1.90 

Control 
2.80 2.80 
1.85 2.00 
2.29 1.91 
1.41 1.73 
1.79 1.73 
2.09 2.16 
2.04 2.06 

2.06 

1.29 1.79 
1.91 2.09 
1.29 1.16 
1.66 2.09 
1.30 1.00 
1.91 1.91 
1.56 1.67 

1.62 
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Cystine 
1.76 


1.97 


2 LOL 


TABLE ‘I. 


Cystine-Experiment 
(Began June 25, ended August 30, 1924) 
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Control 


1.94 


2.09 
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TABLE II, 


A. 


Histidine-Experiment 
(Began June 30, ended September 6, 1924) 


Date Control Histidine 
6 2.70 | 2.91 | 2.95 | 2.88 | 1.69 | 2.32 | 1.96 | 1.59 
7 2.50 | 2.52 | 3.01 | 3.41 || 1.80 | 1.30 | 1:99 | 1.91 
8 2.85 |. 2:79 | 2.55 | 2.75 | *1.96-| 3.66-| 1.80: |- 1.96 
9 2.41 | 2.29 | 2.59 | 2.16 | 1:79 | 2.00 | 1.66.| 1.50 
average || 249 2682.78 2.80 | 1.79 182 1,68 1.74 
ony 2.68 
. 92 9.75 | 2.70 | 2.59 
23 2.00 | 2.09 | 2.13 
24 ‘2,09 | 2.00 | 2.41 
2 1,85 | 2.16 | 2.20 
_ | 999 224° 2.33 
Faaecsost WS 20 . 
Date ~' Control: ' a F b 
40 2.23) 1.85°| 1.79 | 1.96 |/1.59| 1.91] 1.59 | 1.66 | 1.66] 1.79 
4l 4:73.) 1.79. | 1.79 |° 1.91: 1.73| 1.66] 1.96} 1.66 | 1.41 |'1.50: 
42 1.85. | 2.09 | 1.66 | 2.16. 3.79] 1.66| 1.73] 1.79 | 2.00 |'1.66. 
43 2.23 | 1.91°| 2.16 | 1.50 |/1.91] 1.79| 2.09] 1.50| 1.50 | 1.79 
44 1.73. | 2.23 | 2.00 | 1.96 ||1.79| 1.79] 1.66] 1.41] 1,50 | 2.00 
45 2.00 | 141 | 1.60 } 1.66 |)1.59] 2-00 | 2,29|1.79] 1.50 1.41 
1.96 1.88 1.82 1.86. 11.73 1.80 1.89|1.6% 1.60 1.69 
average 1,88 Ws 4.84 1.64 
63 1.79 | 4.29 | 1.50 | 1.79 || 1.29] 1.50] 1.50) 1.16] 1,41| 1.50 
64 1.41°| 1.66 | 1.66 | 1.00 ||1.59| 1.50] 1.79] 1.79} 1.66| 1.29 
65 1.59 | 1.41 | 1.59 | 1.50 111.50] 1.66] 1.85 1.29 | 1.50 |°2.09 
66 1.66 | 1.79 | 1.50 | 1.66 111.59] 1.59 | 1.50| 1.66] 1.79| 0.80 
67 1.66 | 1.50 | 1.41. | 1:50 111.50] 1.66} 1.41 |1.16| 1.79| 1.50 
88 1.29 | 1.41 | 1.79 | 1.29 111.99] 1.16] 1.50 11.41 0.80| 1.50 
an 1.46 1,8).  -S6R ) U6 ae BIS 7.60 gett co 
Aver ae 1,50 152 1,45 
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TABLE II. 


18, 


g Glycine-Experiment 
3 (Began June 30, ended September 6, 1924) 
, Date Control Glycine 
6 2.41 2.41 2.82 2S 2.45 2.41 2.29 
7 2.95 2.75 | 2.79 ss 3.01 2.99 2.85 
8 2.84 2.80 2.09 2.63 2.79 3.03 ri 
9 2.07 | 259° | 2.75°| 2.80 | 2.30 | 235 | 2.0 
2.82 2.64 2.61 272 2.64 2.70 2.48 
Average 270 259 
7 De 2.53 2.50 2.46 2.92 3.00 2.91 
23 2.41 2.50 2.26 239 2.50 2.26 2.43 
24 2.50 2.76 2.99 2.50 3.34 3.15 2.70 
25 2.46 2.29 1,91 2-23 2.63 213 2.50 
26 2.00 2.29 2.29 225 3.07 2.50 2.70 
27 2.20 2AS 2.395 2.16 2.38 2.46 2.02 
2.30 2.42 2.38 pega 2.81 2.68 2.59 
ad 2.33 | 2.67 
Date Control a 
a fe SS 
40 2.09 2.16 2.09 DEAS) eek Boal) see 2.16 ; 1.91 
41 1.66 1.59 1.59 1.50 || 2.66 | 2.70 | 2.50 | 2.29 
42 1.41 1.50 1.66 1.79 || 1.79 | 2.09 2.20 | 1.91 
45 1.91 2.09 2.09 29.00 || 2.66 | 2.23 | 2.29 | ales 
44 2.09 2.09 1.50 1.66 || 1.50 | 1.79 | 1.80) 2.09 
45 1.96 1.85 2.05 GAZ | 2.23) 2.59) 2.46 . 2.29 
1.85 1.88 1.83 1.89 4-918 9.93) 2.24 19.9 
shi 1,86 2.29 
3 1.79 129 1.50 1.79 1.91 | 1.96) 1.73 2.05 1.85 
64 1.41 1.66 1.66 1.00 1.59 | 1.41 | 1.50. 1.41 1.59 
65 1.59 1.41 1.59 1.50 || 2.16] 1.79] 1.66: 2.35 2.09 
66 1.66 1.79 1.50 1.66 || 1.16] 1.66) 1.91/ 1.2 1.41 
67 1.66 1.50 1.41 1.50 {1.59} 1.16) 1.79 ! 1.60 1.66 
68 1.29 1.41 1.79 1.29 1.59 | 2.00} 1.66 1.66 1.59 
a = \ y 
Average 1.57 1.51 ae 1.46 1.67 ee ek | Lvl 1.69 
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the control line, repeating the same procedure as before, denoting 
this series as B, while the continuation of the preceding ex- 
periment was noted as A. All these experiments ended in the 
same negative results. 


2. Effect of Histidine or Glycine on Division Rate. 


The second line, which also contains four files, was derived 
from the control line. _ Upon this new line the effect of histidine 
or glycine was studied in the same manner a8 before, This 
time each of the amino acids of 1/100 molar concentration was 
given for 4 days and thereafter was replaced with the hay in- 
fusion for two weeks. The animals were then again fed con- 
tinuously for about 20 days om the amino acids of the same 
concentration as above and for 23 days with lowered concentra- 
tion, viz. with 1/1000 molar solution. Table If contains the 
results obtained in these experiments. 

These data show that histidihe doés not exhibit ‘any re- 
markable influence on the reproductive rate of Paramecium, 
and also that the effect of glycine, though somewhat accelerative, 
is not so notable, so that both experiment and control show 
almost the same curves. 


3. Effect of Tryptophane or Lysine on Division Rate. 


The experiments were repeated with 1/100 and 1/1000 
molar solutions of tryptophane or lysine with similar results, 
excepting that lysine tended to depress the multiplication of the 
cells in both concentration. The results are shown in Table III. 


4. Leffect of the Mizture of Amino Acids on the 
Division Rate. 


The next step was taken to study the combined effect of a 
number of amino acids. For this purpose a group of amino 
acids, which are thought to be important as nutrients by many 
workers, such as tyrosine, cystine, histidine, glycine, tryptophane 
and lysine, was chosen. Each solution in 1/1000 molar con- 
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centration was mixed in the same quantity and the effect of this 
mixture was tested on the sister cells 61 days after the isolation. 
At the time when this experiment was undertaken the control 
line, which had been fed on the hay infusion, became some- 
what weakened, though not so much, showing 37 per cent 
lowered division rate than at the first observation. The experi- 
ment was. continued for 25 days, the results of which are 
tabulated in Table IV. 

As this table and Figure 7 indicate, though the curve with 
the amino acid mixturé shows an initial slight rise, it reaches 
soon a maximum and falls off again continuously to a normal . 
level. 

Summarizing the results of the foregoing 4.experiments, it 
can be concluded that the amino acids, whether they were 
employed singly or in admixture, have no significant effect on 
the division rate of Paramecium, at least in the concentration 


used. 


5. Effect of partially hydrolysed Egg-White on 
Division Rate. 
After we have seen above that a mixture of “amino acids 
failed to give a definite favourable effect on the division rate 


of Paramecium it is interesting to know how a simple protein 


in the form of polypeptide does act. A certain amount of 
egg-white was partially hydrolysed ,by means of concentrated 
hydrochloric acid for three hours and with the addition of alkali 
hydroxide rendered faintly alkaline: In Experiment a the 
concentration of the hydrolysate was about 0.003 per cent, 
while in Experiment b, 0.03 per cent solution was used. In 
these experiments, as. is shown in Table V, ‘we found also a 
negative’ result, the administration of the thus treated egg-white 
not being followed by. any appreciable increase in the division 
rate. 

In carrying out these five experiments with amino acids, 
one control: line was taken for each amino acid line. Out of 


428 T. Ugata : 


TABLE III. 
7G 


Tryptophane-Experiment 
(Began June 30, ended August 25, 1924) 


Date Control Tryptophane 

13 2,93 | 2.29 | 246 | 2.16 | 3.49 | 2.91 | 2:85 | 288 
14 2.66 | 2.80 | 2.29 | 2.55 || 2.63 | 3.25 | 2.75 | 2.65 
15 2.59. 2.06.1 66s 2270. NeeOn nae ro icROO 
16 2.09 | 2.00 | 2.23 | 2.88 | 285 | 2.92 | 3.06 | 3.06 
17 || 235 | 2.46 | 250 | 241 | 3316 | 313 | B21 | 2.96 
18 2.55 | 2.46 | 2.29 | 2.70 | 2.99 | 2.85 | 3.03 | 3.41 
ae 241 245 242 9.48 | 3.03 3.03 294 2,99 

2.44 3.0 
31 3.07 | 2.79 | 2.75 | 2.78 || 2.05 | 2.46 | 229~| 2.86 
2.00 | 2.09 | 2.09 | 2.09 | 2.88 | 2.46 | 2.46 | 2.35 
3 ZAl 2 2.05 | 2.09 || 2.00 | 2.16 | 2.09 | 2.20 
34 2.299 | 2.41 | 2.46 | 2.80 || 2.78 | 2.59 | 2.46 | 238 
35 2.23 | 2.09 | 2.99 | 2.09 | 2.93 | 216 | 216 | 2.53 
36 |} 2.29 | 2.00: | 293 | 220 | 280 | 280 | 298 | 2.85 
Pe ea 88 298 231. 298 | eno 856 “S31 eae 

2.31 2.54 
50 2.16 | 1.79 | 2.00 | 6a | 2.00 F 293 4. 191 | 9.09 
5 Oey an 5 | 1.50 1.50 |~1.79 1.79 1.59 1.41 1.66 
52 |i 1.66 | 1.50 | 1.29 | 1.50 || 220 | 250 | 1.79 | 2.00 
68 |, 1.16 | 1.99 | 106°) 250 ete } 100 141) | eee 
54. |, 1.79 | 1.91 | 1.16 | 1.29 |} 250 | 2.09-| 2.93 | 2.20 
Do 1170 | 68 | B00B | CBG SarG0. at 90 a aioe sate 
| 1.66 °'1,60°° 164 Ly elas) eye eieeraenerree 

1.64 1-76 


a = 


Tce W 
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~-TABLE III. 
_Bs 
Lysine-Experiment 
(Began June 30, ended August 23, 1924) - 
Date Control Lysine 
138 2.38 2.00 1.91 2.23 2.30 2.50 2.65 2.70 
14 2.29 2.45 2.89 2.59 2.20 2.00 1.79 1.80 
15 2.35 2.46 2.70 2.55 1.41 1,29 1.79 1.59 
16 2.55 2.41 2.50 2.35 1.79 AOL [1-73 1.66 
17 2.00 2.46 1.91 2.09 1.59. 1.66 1.50 1.29 
18 2.23 | 2.09 2.50 2.16 0.80 0.80 1.00 1.12 
‘s 2.30. 2.31 2.40 2.33 1.68 1.69 1.74 1.69 
verage 
. 2.34 1.70 
Date Control a b 
48 2.00 1.79 1-91 1.66 || 1.29 |-2.79] 1.16} 1.41] 1.50] 1.29 
49 1.16 1.29 1.00 1.50 || 1.00 | 0.50 ! 0.80 | 0.50 | 0.50} 1.00 
50 1.96 1.80 2.00 1.79 || 1.00] 1.30] 1.30 | 1.00} 1.30] 1.00 
51 178 2.00 1.96 1.85 | 1.30] 0.50} 0.80} 1.00} 1.00} 1.30 
52 1.59 | .1.66 1.50 2.09 || 0.50.| 1.00 | 0.80 | 0.80 | 0.50] 0.50 
53 1.91 2.09 1.91 1.66 || 0.80} 0.80} 1.29] 1.41] 1.16} 1.00 
1.73 ead eye 1.76 0.98 1.15 1.03] 1.02 0.99 1.02 
Average 5 
1.74 1.05 1,01 
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TABLE IV. 


yo 


. Experiment with Amino Acid Mixture 
(Began August 30, ended September 20, 1924) 


Date Control Amino Acid Mixture 

67 1.16 “| 1.00. | 120+ (41.29 J) 1.16: |) 2.00 |> 4.08 ze 
68 1.79 | 1.41 | 159 | 1.50 | 288 | 1.50 | 1.91 | 2.09 
69 1.79 | 1.29 | 1.50 | 1.29 | 129 | 159°| 1.59 | 1.91 
70 1.41 | 1:66 | 1.66 | 100..] “nes | 246 [1.731 44 
71 1.59 | 1.41 | 1.59 | 1.50 | 2.00 | 1.91 | 1.79 | 1.96 
72: |<4e6 | 1.79 | ib0-| 16 | 79 | 178 | 173 1 166 

ee 1.43 1.52 1.29 | 171 188 74 1.79 

1.45 1.77 

79 1.00 | 141 | 1.50 | 1.66 | 1.29 | 1.00 | 0.80 | 1.50 
80 101 | 151 | 130 | at} i8 | 1.70 | 2.00 | 2.16 ° 
81 1.29 | -1.80°|° 1.68 (> 1.50° | 4.00) -1.50° | 1.660). 1.59 
2 || 180 | 1.29 | 116 | 116 | 209 | 1.16 | 1.16 | 1.00 
93 | i | 1.29 | 1.80-| 1:80 | 1.00 | a159 | 1.41 | 146 
84 0.50 | 0.80 | 0.50 | 050 | 1.66 | 1.00 | 1.00 | 1.29 

ees 1.24 1.27 87%  “L.26" | 145 ~ 184 F084) eos 

1.29 1.35 

85 0.50 | 0.50 | 0.80 | 0.50 | 0.80 | 1.00 | 1.00 | 1.00 
86 1.29 |'-1.41 | 129 | 2.20 Ve) Gigs 1) igo tenn 
87 1.50 | 1.00 | 1.00 | 1.29 | 159-] 199 | 141 | 1.26 
88 0.80 | 0.80 | 1.41 | 0.80] 0.80 | 0.50 | 0.80 | 1.00 


1.02 0.93 «13 0.97 08 i 13 : 
Average || 93 1.18 | 1.09 0.99 1.1 1.04 


i 
| 
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TABLEAU: 
Experiment with partially hydrolysed Ege-White 
(Began October 14, ended October 25, 1924) 

Date Control a 
102 0.50 0.50 0.80 0.80 | 1.00 1.16 0.80 0.80 
103 0.80 1.16 0.80 0.80 0.80 0.80 0.50 0.80 
104 0.50 0.80 1.00 0.50 1.29 1.50 1.00 1.16 
105 0.50 | 1.00 | 1.00 | 0.80 |: 1.41 | 1.16 | 1.00 | 1.00 
106 1.00 0.50 0.80 0.80 1.00 1.00 0.50 0.80 
107 0.50 0.50 0.50 0.80 1.00 1.16 0.80 0.80 
0.63 0.74 0.81 0.75 1.08 1.13 0.76 0.89 

Average 

1.11 
108 0.50 0.50 0.80 0.50 1.00 0.80 0.50 0.50 
109 0.80 0.80 0.50 0.50 0.80. | 0.80 1.00 0.50 
110 0.50 0.50 1.00 0.80 1.16 0.80 1.00 1.00 
11 0.50 0.80 0.50 0.50 || 0.50 0.80 0.80 0.50 
112 0.80 1.00 1.00 1.00 1.00 0.50 1.16 1.00 
113 0.80 1.00 0.50 0.50 0.50 0.80 0.50 0.50 
0.65 0.77 0.72 0.63 0.83 0.75 0.88 0.67 

Average 
0.69 0.79 0.76 


six such control lines both control lines in each experiment 
were derived from the same ancestor cell. We can clearly see 
from the data that both control lines derived from the same 
ancestor cell show almost the same division rate. These find- 
ings, though not sufficiently large in number, are yet suggestive 
enough to enable us to draw the general conclusion: the relative 
vitality of each sister cell derived from the same ancestor, as 
measured by the daily division rate, runs approximately the 


T. Ugata : 


92°0|€8"0| 4 
GUO E) BN ee a ee i: epydedstog : 
69°0|$2°0 | _. Joayaog 
tes erty te ly] 5a oINIXTIN 
os Se ee ee 
10°T (62° L GF°T ; joxu0 
Le a ; OL°T euIshT 
stalls Nr ea Pt | er Ua ay Se ms 
{PLT ES orU09 
23 0 ee eee 44 Cal 4a ___ PGS Now 00°S ouvydoyd Ary, c 
Bot SUR Se ae a a 8 ee Tg°S|__ fee el es Jor}a09 : 
— 01 pee a L9°S 69° eutos[ : 
C1 98°L S$°S OLS Joa}WOg 
alee ZerT | iste 11% lt) ompnsr : 
0¢°T 88°T LOS 89°S JorzW09 
a pal 4 PLT an __ 06 t eutyskd : 
eo 86°1 78°T cia JoHUOD 
Pe egos er eta ye) | lel 
pas Z9'T 06°I l L3°T eT eutsoshy, : 
69°T 90°S 06°T 06°S Jou 
Sit LOL 88 #8 ZL 89 29 GG §¢ Gr Lh Gh 98 IE 66 16 GG SI IL U6 “poppe bs Z 
e 3 £ ; JO} OVW WOISTAICE ULE | eoueysqng yo\ cons 3 
ye SuIpus SAB g 10} OPVY UOISIAIT WW oIngyeN JO ‘ON 


\- 


-apyededdjod puv splov oulue Jo see oy} Uo e[qvy pezluvumtNY 


TA WIV 


The Growth of Paramecium. 433) 


same course of curves, with very slight variation within normal 


bounds. 
The results of above experiments are shown summarized in 
Table VI. : 


B. Effect of Beef-Extract on Division Rate. 


Great success in accelerating the division rate in Paramecium 
was obtained with the beef-extract. Paramecia which were ap- 
parently weakened and had a much reduced volume by a re- 
peated isolation for sixty days in a hay infusion revived promptly 
as.soon as they were transferred into a 0.025 per cent solution 
of beef-extract. The outstanding feature of the beef-extract 
curve may be summarized as follows: there is an initial sharp 
and then somewhat gradual rise, leading to the highest tide of 
division rate after 30 days, which is followed again by a steady 
gradual drop in the beginning and a succeeding decided fall 
towards the 42nd feeding-day. A satisfactory explanation to 
these changes is still lacking. The dimension of the body 
inicreased day by day until it became far larger than an ordinary 
size. This was maintained even when the rate of division falls 
down again. The above evidence seems to corroborate the 
former observations made by Calkins (1903), Woodruff and 
Baitsell (1911) etc. that ‘‘the most definite results thus far 
have been obtained with beef-extract’’, or that’’ a 0.025 per 
cent solution of. beef-extract is a better fluid than hay in- 
fusion ’’. | 

To find out whether or not this stimulant effect of beef- 
extract is durable, two other experiments were performed, in 
which the application of beef-extract was cut off either when 
the effect of beef-extract was supreme, or at the point where 
after a prolonged application the effect of beef-extract became 
again insusceptible. For this purpose three individuals from 
the beef-fed line were returned to the hay infusion both on the 
18th and the 61th feeding-day. In the first case a marked 
change was caused in the division rate, which lowered down to 
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TABLE VII. A. 
Experiment with Beef-Extract 
(Began August 30, ended November 3, 1924) 
Date Control Beef-extract 
67 | 116 | 1.00 | 1.29 | 1.41 | 3.05 | 2.70 -! 2.55 | 2.96 
68 1.79 | 1.41 | 1.59 | 1.50 720 | 228 | 9,65 | (SAL 
69 1:70 1 1229) | 050 110-179 3.02 | 2.84 | 3.28 818 
70 1.41 1-90.66 15 1566-12 1.00 2.55 | 2.93 12.166 =2.09 
a 1,60 (| Al | 159: 150 S20) 5.202 3.25 
72 T6601. 79% (1.504 ile 2.09 | 2.50 |. 2.06) | saps 
ees Ba rs f450.0 toe 0 2.69 F67  av.60n 2 oe 
8 1.43 2.67 
Date Control Beef-extract B Tay 
79 1.00 | 1.41 | 1.50 | 1.66. | 2.70| 2.65] 2.46] 2.76] 2.91) 2.52) 2.32 
80 1.41 | 1.50 | 1.59 | 1.41 | 3.48] 3.62] 3.15] 2.70//2.29)2,41|2.50 
81 1.29 | 1.30 | 1.66 | 1.50 |) 2.65| 3.45] 3.00] 2.70||2.79) 2.00] 2.00 
82 1.30 | 1.29 | 1.16 | 1.16 | 2.85| 2.23] 2.84] 2.50/)2.41) 2.16] 2.23 
83 1.41 1.29 | 1.80 | 1.30 || 2.38] 2.66] 2.46] 2.53|/2.16| 2.00) 1.79 
84 0.50 | 0.80 | 0.50 | 0.50 | 2.30] 2.09) 2.79] 2.41 | 2.35|2.41/2.16 
115 1.27  L.37= 1.26 | 2:78 2.78 2.78 3.60||2.49 9.2 2.17 
aa 1.26 2.60 2.30 
85 0.50 | 0.50 | 0.80 | 1.00 | 3.01] 2.46] 2.29] 2.45] 1.16]1.41/1.16 
86 1.29 | 1.44 | 1.29 | 1.29 | 2.46] 2.16] 2.80] 2.88]]1.00|1.00| 1.16 
87 1.50 | 1.00 | 1.00 | 1.29 || 2.84] 3.15} 3.02] 3.30//1.16]1.29] 1.00. 
83 0.80 | 0.80 | 1.41 0.80 || 3.66] 2.79} 3.63 | 3.36] 1.16] 1.29] 1.29 
89 1.41 0.80 | 1.16 | 1.41 | 2.82] 2.55 | 3.02| 3.07]]1.00/0.80] 1.00 
90 0.50 | 1.00 | 0.50 | 0.50 || 2.73] 2.96] 2.80) 2.99]]0.80) 1.16] 1.00 
me 1.00 0.92 1.038 1.05 | 2.92 2.68 2.93 3.01]/1.05 1.16 1.10 
Boe 1.00 2.89 1.10 
Date Control Beef extract — 
91 116. Adee cneo: 15 tay 2.70 | 259 | 2.63 | 2.50 
92 0.80 1.29 | 1.00 | 1.00 2.50 | 2.85 | 2.96 | 3.34 
93 1.41 1.41 L167 | 0.29 2.85 | 2.59 | 2.55 | 9.98 
94 1.29 1.160) 216s) 4.16 2.55 =| 2.85.1. 288". TOO 
95 1.16] 1.16 | 100-02 1.00) 1.79 | 216 |~2.20 |,. 2.29 
96 1.16 | 1.00 | 0.80 | 1.00 2.90 19.35 (F828 al 
1.16 1.205) GEOee aise 2.41 248° 2.49 - 9.89 
Average 1.14 2,49 
97 1.00 | 1.00 |, 0.80 | 1.10 1.79 | 2.85 | 2.09. | 99 
—98 1.00 | 0.80 | 0.80 | 1.00 1.66 | 1.29°| 1.50 | 1.00 
99 0.80 | 0.80 | 0.50 | 1.16 1:9 | B.20. 1:83.26) “Bi20 
100 0.80 | 0.80 | 0.50 | 0.80 2.00 | 1.69 | 2.09 | 42.91 
101 0.50 | 0:50 | 0.50 | 0.50 246 | 2.70 | 2.20.) 9.09 
102 1,600 |) Tab arom tet oG 2.29 | 2.93 2.16 | 2.20 
: | 0.938 0.84 0.68 0.96 2.02 2.06 2.05 1.96 
Average | 0.85 2.02 


—— 
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TABLE VII. B. 


- Experiment with Beef-extract 
(Began August 30, ended November 3, 1924). 


Date Control P Beef-extract 


Average 0.89 
109 0.50 | 0.50 | 0.80 
110 0.80 | 0.80 | 0.80 
111 1.00 | 0.80 | 0.50 
112 0.50 | 0.50 | 0.80 
113 0.80 |- 1.16 0.80 
114 0.50 | -0.80 | 1.00 

ES 0.68 ee 0.78 
115 0.50 1:00 1.00 
116 1.00-| 0.50 | 0.80 
117 0.50 | 0.50 0.50 
118 0.50 | 0.50 | 0.80 
119 0.80 | 0.80 | 0.50 
120 0.50 | 0.50 | 1.00 - 

il 0.63 0.63. 0.77 I. : 3 
Average ray 0.68 : 1.53 
Aik ae Fi Back to 

Date Control Beef-extract Hay _ 

- 121 0.50 | 0.80 | 0.50 0.50. | 1.29] 1.00 1.29] 1.30] 1.29) 1.50] 1.66 
122 0.50 | 0.50 | 0.50. |’ 0.50 | 1.50] 1.30| 1.00] 1.30}1.30] 1.16] 1.16 
123 0.50 | 0.50 | 0.50. |. 0.50 || 1.16] 1.30] 1.00] 1.00] 1.30) 1.30] 0.50 
124 0.50 | 0.50 | 0.50 0.50 || 1.16] 1.16] 1.00| 1.00] 1.00} 0.80) 1.16 
125 0.50 | 0.00 | 0.50 | -0.00 | 0.80] 1.50] 1.00] 0.80] 1.16|0.80| 0.80 
126 0.50 | 0.80 | 0.50 | 0.80 | 1.30] 1.00] 1.30] 1.50/ 1.30 [1-80 0.50 

0.50 0.52 0.50 0.47 || 1.20 1.21. 1.10 1.15]1.23 1.14 0.96 

esti 0.50 Al dete Cao AL 
127 0.80 0.50 | 0.50 | 0.80 | 1.00] 1.16] 1.29} 1.00] 0.50] 1.30) 1.00 
128 0.50 0.80 | 0.50 | 0.00 || 0.80] 0.50] 1.29] 1.00 | 0.80|0.8010.80 
129 0.50 0.80 |° 0.50 | 0.50 | 0.80] 1.16} 1.50} 1.00 | 1.00 1.30] 0.80 
130 0.50 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.80] 1.00) 0.80] 0.80 | 0.80} 1.00) 1.00 

131 0.00 | 0.50 0.50 | 0.50 | 1.16] 1.16] 0.80) 0.80 1.50] 0.50] 0.80 
132 0.50 0.50 | 0.50 | 0.50 | 1.30] 1.00] 0.50] 1.16 | 1.50] 1.00]0.50 

0.47 0.52 42 0.38 || 0.98 1.00 1.03 0.96 | 0.85 0.98 0.82 
Aree 0.45 0.99 | 088 
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that of the control hay infusion line somewhat abruptly and, 
reached a normal level within the lapse of 13 days. The size 
and vigor, however, seemed to be maintained quite a long time. 
In the second case, where the division rate of beef-fed line was 
also quite low, the change in the rate was not eclatant. 


C. Effect of Sodium Nucleate on the 
Division Rate. 


Next to the foregoing interesting beef-extract observation, 
our most significant finding was obtained with sodium nucleate. 
About half a month after the begining of the beef-extract experi- 
ment the effect of the sodium nucleate solution with respect to the 
reproductive activities of Paramecium was studied. When fed 
exclusively on this solution, Paramecium died out within a few 
days. When, however, the normal hay infusion was used to 
make the sodium nucleate solution 0.025 (Experiment a) or 
0.005 per cent (Experiment b), the effect of sodium nucleate stands 
out very clearly, showing as much pronounced an initial rise as 
inthe case of beef-extract and giving a much more lasting effect 
than the latter. It is also noticeable that 0.005 per cent solution 
is more effective than 2 more concentrated solution (0.025 per 
cent). Especially this is more manifest in the latter part of the 
curve, where the division rate in the former case is maintained 
for a markedly long time, while it declines early in the latter 
case. Treated with the nucleate solution, hay-fed long isolated 
paramecia, small in size and deprived of vigor, soon revived 
within a few days. The increase in body size and activity is 
really remarkable. It is also shown by this experiment that 
Paramecium is able to live successively on the same diet of 
sodium nucleated hay infusion for over two months. 


D. Effect of Beef-Extract+Sodium Nucleate on 
Division Rate. 


Near the end of the beef-extract experiments the division 
rate of the beef-fed line was becoming quite low, showing the 
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fact that in the lapse of about 2 months the reproductive 
activity of Paramecium, even if fed on beef-extract, falls down 
notably, though it is still 70 per cent or more greater than that 
of the control line. 

At. this time another experiment was undertaken, in which 
three individuals derived from the beef-extract line were fed » 
with the mixture of the beef-extract and 0.005 per cent solution - 
of sodium nucleate to test the effect of the latter on the division | 
rate of the line. 

As the Table VIII and Figure 11 show, the rate of multiplica- 
tion in the beef-fed line was accelerated about two times by the 
addition of sodium nucleate and this acceleration continued for 
a considerable length of time. 

To observe.the condition of Paramecium after it was trans- 
fered from the nucleate solution to’ the hay infusion, as we 
have done with the beef-extract line in the experiment above, 
three individuals selected/at random from the experiment line, 
fed with 0.005 per cent solution of sodium nucleate for 23 days, 
were returned to the hay infusion, leading to the following 
results; the division rate curve of this new line still runs high 
much of the time, holding the other vital functions, as indicated — 
by size, body movement etc., back, seemingly contrary to the 
case of the beef-extract experiment. 

The effect of sodium nucleate in producing such a marked 
increase in the division rate of Paramecium, despite the fact 
that. the test was carried out near the end of life cycle, is of 
great interest. The assumption that the increased division rate 
is due to a change in the physical and chemical conditions 
induced by the transfer of cells from a stale medium to a fresh 
one appears to be a plausible explanation of the nature of the 
earlier part of the curve. That the effect of sodium nucleate stands 
out so clearly is not astonishing, when we recall the somewhat 
close relationship exsisting between the nuclear substance and 
the rate of division, as seen in the phenomenon of endomixis or 
the interchange of nuclei at the time of conjugation. 
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TABLE VIII. 
A. 


Experiment with Sodium Nucleate 
(Began September 13, ended November 29, 1924) 


Date | Control a 
si | 1.29 | 1.30 | 1.66 | 1.50 | 1.66 ] 1.16 | 1.59 | 
g2 | 1.80] 1.29 | 1.16 1.16 2.52 | 2.91 a | 
83 1.41 1.29 | 1.80 1.30 2.50 | 2.93 2.23 | 
84 | 0.50 | 0.80 | 0.50 | 0.50 1.41 1.41 275. | 
85 =| «60.50 | 0.50 | 0.80 1.00 1.50 |~1.41 ee 
86 | 1.29 1.44 | 1.29 1.29 1.29 | 1.50 1.91 | 
ee Aa 1.05 i310. 3-830 te 1.81 1.77. ~-:2.09 
aoe 1.18 1,90 
Date | Control a 
87 150: | “1.00 1.00 1.29 || 2.55 | 1.91 | 2.29 || 2.29 29 
88 | 0.80 | 0.80 | 1.41 0.80 || 2.23 | 2.85 | 2.16 || 2.13 91 
0 ey es) 0.80 | 1.16 1.41 || 2.85 | 2.16 | 2.09 || 2.35 96 
90 | 0.50 1.00 | 0.50 | 0.50 || 2.09] 2.29] 2.16 |) 2.32 .66 
91 | 1.16 1.16 | 1.29 1.41 || 1.59] 1.96 | 2.29 || 2.41 23 
92 0.80 1.29 1.00 1.00 || 2.50] 1.91 | 1.59 || 2 26 
1.03 1.01 1.06 1.07 |\2.22 2.18 2.10 99 
Set 1.04 “a 2.17 | 
98 || 1.41 1.41 1.16 1.29 |] 1.91 | 2.29 | 1.59 || 1.85 
94 || 1.29 1.16 1.16 1.16 || 2.16| 1.59 | 2.23 | 1.86 
95 1.16 116) | £200 1.00 ||1.66| 1.85 | 1.91 || 1.79 
96 {| 1.16 1.00 | 0.80 1.00 || 1.96] 2.00 | 2.00 || 1.29 
97 “| 1,00 1.00 | 0.80 1.00 || 1.59] 1.16 | 1.73 || 1.66 
98 | 1.00 0.80 | 0.80 1.00 |/1.50] 2.35 | 1.41 | 1.16 
vie ve 1.09 0.95 1.08 |/1.80 1.87 1.81 1.60 
Average | 1.07 183 
99 0.80 | 0.80-] 0.50 1.16 |] 1.91] 1.79 | 1.79 || 1.79 
100 0.80 | 0.80 | 0.50 | 0.80 ||1.59| 1.99 | 1.73 || 1.79 
101 0.50 | 0.50 0.50 | 0.50 || 2.00! 2.46| 2.93 || 1.96 
102 150-\ 116 | 1.00 1.30 ||1.29| 1.41 | 1.16-|| 2.00 
103 || «1.16 1.29 1.29 1.16 || 2.91] 2.43] 2.85 || 2.98 
104 1.29 1.29 | 1.16 1.16 |/1.91] 2.13] 1.85 |] 2. 
: 0.84 0.97 0.83 1.01 || 1.94 1.92 1.94] 2.93 
Av 
a _ 091 __ 1.93 
105 —} 1.00 | 0.80 | 0.50 0.80 || 1.91] 2.00] 2.16 || 2.38 
106 1.00 | 0.50 | 0.50 0.80 |} 2.09] 2.00} 2.00 | 2.59 
107 0.50 | 0.80 | 0.80 1.00 || 2.46] 2.38] 2.30 || 2.16 
108 | 0.80 | 0.50 | 0.80 | 0.50 |/1.91} 1.291 1.91 || 2.29 
109 || 0.50 | 0.50 | 0.80 | 0.80 |) 2.09] 2.09] 2.00 || 2. 
110} 0.80 | 0.80 | 0.80 | 0.50 [1.66] 1.16] 1.29 |) 1.80 
OES FUR SACS 0.70 OMA OU AE EN | x 
Brace 0.72 1.93 
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TABLE VIII. 
B. 
Experiment with Sodium Nucleate 
(Began September 13, ended November 29, 1924) 

Date Control a b Back to Hay 
111 || 1.00| 0.80) 0.50| 1.00]| 1.16} 1.50] 1.66|| 2.09 2.20/ 2.09 || 1.50) 1.00) 1.80 
112 |! 0.50] 0.50] 0.80] 0.80 1.50] 1.50] 1.30|| 1.79| 2.16| 2.00] 1.29] 2.00] 1.66 
113 || 0.80] 1.16] 0.80] 0.80] 1.50] 1.00] 1.00/| 2.16] 2.00] 2.00] 2.16] 1.96| 2.79 
114 || 0.50] 0.80] 1.00] 0.50/ 1.00] 1.00] 1.66|| 1.79] 2.09] 1.50/ 1.00] 1.00] 1.00 
115 || 0.50] 1.00] 1.00] 0.80|| 1.59] 1.00] 1.50/| 1.66] 2.90] 2.20] 1.30] 1.00] 1.00 
116 _ || 1.00] 0.50| 0.80] 0.80] 0.50| 1.00| 0.50/| 1.66 1.80| 1.80 1.80| 1.50} 1.30 

0.72 0.79 0.82 0.78] 1.21 1.17 1.27|1.86 2.08 1.93] 1.43 1.38 1.59 

AVEEREe 0.78 1.22 1.96 147 
117 _ | 0.50] 0.50) 0.50] 0.80| 1.00) 1.30) 1.66] 1.00] 1.30) 1.30] 1.00 1.30) 1.00 
118 || 0.50! 0.50] 0.80] 0.50! 1.30] 1.59, 1.00] 1.96] 1.96] 1.80] 1.30] 1.29) 1 30 
119 || 0.80] 0.80} 0.50] 0.50|| 0.80] 1.30] 1.80|| 1.80] 1.96] 1.30] 1.30] 1.50] 1.50 
120 || 0.50/ 0.50] 1.00] 0.80] 1.30] 1.80! 1.30] 1.30] 1.59] 1.50] 1.30] 1.30] 1.30 
121 || 0.50/ 0.80/ 0.50} 0.50|| 1.30] 1.30) 1.59|| 1.96] 1.80] 1.80] 1.00) 1.30) 1.30 
122 || 0.50] 0.50| 0.50] 0.50/| 1.30| 1.30! 1.50|| 1.30| 1.59] 1.59] 1.30] 1.30] 1.50 
0.55 0.60.0.63 0.60! 1.17 1.43 1.39|1.55 1.70 1.55] 1.20 1.33 1.37 

Average 0.60 1.33 1.60 1.30 
123 || 0.50) 0.50] 0.50) 0.50) 1.00) 0.80) 0.80|| 1.30) 1.30) 1.80|| 1.30) 1.00] 1.00 
124 || 0.50} 0.50] 0.50] 0.50/| 1.00] 1.00] 1.00'| 1.80] 1.96] 1.30|| 0.80} 1,00 1.00 
125 || 0.50] 0.00] 0.50] 0.00/| 1.80] 1.59] 1.59|] 1.66] 1.80] 1.79|| 1.00] 1.30] 0.80 
126 || 0.50! 0.80] 0.50] 0.80| 0.80] 0.50| 0.80] 1.50] 1.66] 1.96] 0.80] 0.80] 1.30 
127 _|| 0.80] 0.50| 0.50] 0.80/| 0.80] 1.00] 1.00] 1.50] 1.59] 1.50/ 0.50] 0.50] 0.80 
128 || 0.50 0.80] 0.50] 0.00/) 0.80| 0.80] 0.80) 1.80] 1.30] 1.59] 0.80/ 1.30] 0.80 
‘Average || 0:09 0.52 0.50 0.43) 0.95 0.95 1.00| 1.59 1.60 1.66 | 0.87 0.98 0.95 

8 050 O97 | 1.62 0.93 
129 _|| 0.50] 0.80] 0.50] 0.50 || 1.00] 1.00) 0.80 | 1.59) 1.50) 1.50 | 0.50] 0.50; 0.80 
130 || 0.50] 0,00] 0.00] 0,00 | 0.80] 0.50] 0.50) 1.59] 1.50) 1.80] 0.80) 0.80) 0.80 
131 || 0.00] 0.50] 0.50] 0.50 | 1.00] 1.30] 1.00 | 1.59] 1.30| 1.59] 1.59] 1.00) 1.00 
132 __|| 0.50] 0.50| 0.50 0.50 | 0.50| 1.00 1.00 || 1.30] 1.30 1.30] 0.50 0.50) 0.50 
: 0.38 0.45 0.38 0.38|/0.83 0.95 0.83) 1.52 1.40 1.55| 0.80 0.70 0.78 

hog 

gph hins 0.40 0.87 1.49 0.78 
147 _|| 0.00) 0.00] 0.00) 0.00]| 0.80) 0.50) 0.50) 1.50] 1.50) 0.80] 0.50 0.50) 0.80 
148 || 0.50] 0.50] 0.00] 0.00/| 0.80] 0.50] 0.50 | 1.30 1.00/ 1.50 0.50 0.80) 0.80 
149 || 0.50) 0.00] 0.50] 0.00 | 0.50} 1.00] 1.00 1.00} 1.00) 1.59/ 0.80, 0.80 0.80 
150 || 0.00] 0.00] 0.00] 0.00/| 0.80] 1.00] 1.00, 1.50] 1.30) 1.30 1.00 0.80) 0.80 
151 |} 0.50] 0.50] 0.00] 0.50 || 1.00| 0.50] 0.80] 1.80 1,30) 1.50 0.80' 0.80) 0.80 
152 _|/ 0.00] 0.00] 0.00| 0.00 0.80} 0.80] 0.80 | 0.80| 1.00! 1.00!| 0.50_ 0.50| 0.50 
0.26 0.17 0.08 8.0810.78 0.72 0.77 1.23 118 1.28] 0.68 0.70 0.75 

hase: 0.15 0.76 (ee tee DT 
153 || 0.00/ 0.00/ 0.00) 0.50 | 0.50] 0.50] 0.80 | 1.30) 1.00] 1-50 | 0.80) 0.50] 0.50 
154 || 0.00] 0.50] 0.00] 0.00|| 0.50] 0.50] 0.50' 0.50] 0.80] 1.00, 1.00] 1.00] 0.80 
155 || 0.50] 0.00] 0.00] 0.50/| 0.50] 0.50] 0.50 || 0.80] 0.50] 0.80 | 0.50] 0.80] 0.80 
156 —_| 0.00] 0.00] 0.00} 0.00| 0.80] 0.50] 0.50] 0.80] 0.80| 1.30 0.50| 0.00] 0.50 
157 —_|| 0.00} 0.00] 0.50] 0.50/| 0.80] 0.50! 0.50/| 1.00 1.30| 0.80 | 0.00 0,80] 0.50 
158 || 0.50] 0.50] 0.00] 0.00 0.50] 0.50] 0.50/| 0.80] 1.00] 1.00 0.50| 0.50! 0.80 
0.17 0.17 0.08 0.25|| 0.60 0.50 0.55|| 0.86 0.86 1.07| 0.55 0.60 0.65 

or 
igs 0.17 0.55 0.93 0.60 
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TABLE IX 


Experiment with Beef-extract+Sodium Nucleate 
(Began November 14, ended December 1, 1924) 


: : ~ Beef-extract — 
Date Control a _Beet-extract ___|+Sodinm Nucleate 


143 || 0.00| 0.50! 0.5a| 0.00|| 1.16| 0.80| 0,80 | 0.50 || 1.79 | 1.79 | 1.50 
144 || 0.50] 0.00/: 0.00! 0.50| 1.00} 1.00| 1.00] 0.80 || 2.00 | 1.91 | 1.59 
145 || 0.00] 0.50 0.50| 0.00 || 0.80 | 0.80] 0.80 | 1.00] 1.66 | 1.79 | 1.66 
146 | 0.50] 0.00) 0.50 | 0.80 1.00| 0.50 0.80| 0.50 1.79 | 1.50 | 1.80 
147 |} 0.00} 0.00} 0.00] 0.00 |] 0.50 | 0.50| 0.50 | 0.50 || 1.96 | 1.66 | 1.80 
148 || 0.50] 0.50) 0.00| 0.00] 0.80] 0.80] 0.50] 0.80 1.66 | 1.50 | 1.00 


0.25 0.25 0.25 0.22] 0.88 0.73 0.73 0.68]} 1.81 1.69 1.56 
BASES 0.24 0.76 1.69 - 


149 || 0.50] 0.00| 0.50 | 0.00 || 0.80] 0.80] 0.50] 0.80 || 1.30 | 1.00 | 0.80 
150 || 0.00| 0.00} 0.00| 0.00 | 1.00] 1.00] 1.00] 0.80] 1.50 | 1.66 | 1.50 
151 || 0.50| 0.50! 0.00 0.50] 1.00 1.00 1.16 | 1.00} 1.66 | 1.00 | 1.16 
152 || 0.00} 0.00} 0.00 | 0.00 |} 1.16} 0.80'| 0.80 | 1.00 1.29 | 1.79 | 1.66 
153 || 0.00| 0.00} 0.00 | 0.50 || 1-16 | 0.80] 0.80 | 1.00] 1.30 | 1.30 | 1.30 
154 || 0.00/ 0.50| 0.00] 0.00 || 0.80] 1.00] 0.80 0.80] 1.00 | 1.30 | 1.80 


0.17 0.17 0.08 0.17} 0.99 0.90 0.84 0.90]! 1.34 1.84 1.29 
A © 
Se 0.15 0.91 1.32 


155 0.50} 0.00 | 0.00 | 0.50 || 0.50 | 0.50] 0.50 | 0.50 || 1.30 | 1.00 | 1.30 
156 0.00 | 0.00] 0.00 | 0.00 || 0.80 | 1.16} 0.80 | 0.50 | 0.50 | 0.80 | 0.80 
157 0.00 | 0.00] 0.50 | 0.50 || 0.50 | 1.00} 0.80 | 0.50] 1.00 | 1.30 | 1.00 
158 0.50 | 0.50 | 0.00 | 0.00 |] 0.80 | 0.80] 1.00 | 0.80 |} 1.16 | 1.80 | 1.30 
159 0.00 | 0.50) 0.00 | 0.50 || 0.80 | 0.80] 0.50 | 0.80 || 1.80 | 1.16 | 1.00 


160 0.50 | 0.00] 0.50 | 0.00 || 1.00 | 0.50] 0.80 | 0.50 || 1.00 | 1.00 | 1.30 


Average || 9-25 or oe 0.25 || 0.73 0.96. 0.73 0.60 || 1.04 os 1.10 


rr 
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Evidently the nuclear compounds ought to be taken into 
consideration in the future studies on the question of repro- 
ductive activity in these unicellular individuals. The studies 
on this line are now going on in our laboratory. ; 


IV. Relation between Bacterial Flora and Division Rate. 


In the foregoing experiments it was shown that both the 
beef-extract and the sodium nucleate give the most prominent 
effect on the division rate of Paramecium. There arises then 
the question, whether they act directly favourably on Parame- 


Date Hay Infusion Se 
1 68. 2.32 a 2.58 || 2.45 
2 2.39 | 258 | 258 |° 2.58 4 2.52 
3 281 | 2.58 | 258 | 281 || 2.70 
4 | 281 | 317 | 382 | 281 | 3.03 Flask I. Aver: 
5 2.81 3.32 | 3.00 | 3.00 | 3.03 =D 3.17 lew 5.94 
6 3.00 | 281 | 8.890) Sel 1 299 Sete 3.20 

= | |e eee 

7 281 | 281 | 3.00 | 2.81 | 2.86 lose 2.58) 2.32} 2.58|| 2.45 
8 3.00 | 2.81 | 2.58 | 3.00 || 2.85 cet oe ae 2.72 


9 5.17 3.32 3.17 3.17 3.21 |/2.71)2.58)2.71/2.71]| 2.68 


10 | 3.70 3.32 3.32 3.81 3.94 || 1.59/1.59}1.59/1.59|] 1.59 


ee 


5.81 3.32 3.70 3.46 3.57 || 2.00] 1.59} 1.59] 1.59]} 1.70 
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cium or whether they stimulate the growth of bacterial flora in 
the culture media and promote thus indirectly the division rate 
of Paramecium. 

To find out some clue to this question the following ex- 
periment was undertaken. 

The idea of this’ experiment was to inoculate the culture 
media of different kinds, consisting of hay infusion with or 
without addition of either amino acids, sodium nucleate or 
beef-extract, with a certain amount of a 48 hour culture of the 
bacteria contained in the hay infusion, and to use a part of 
such a solution as the culture media for Paramecium. After 


TABLE XI. 


Relation between Bacterial Flora and Division Rate 
{Began Feburary 4, ended Feburary 14, 1925) 
Daily Division Rate 


Aver- | Aver- oe ENT Aver- 
Flask II. age Flask III. age Flask IV. age 


3.17)|3,32| 3.46 ti 


3.17/ 3.46) 3.32) 3.32) 3.32 || 3.81 3.70] 3.91) 8.58|| 3.75  |/3.46|3.58) 3.17/3.46] 3.42 


2.81) 2.58) 2.58) 2.32] 2.57 || 2.81/2.81/2.81/3.00) 2.86. |) 2.58) 2.32) 2.58) 2.58, ; 2.02 


3.24 |/3.17|3.46)3.17/ 3.46] 3.32 ||3.46)3.32)3.17/ 3.17] 3.28 


2.32| 2.58| 2.58 2.58) 252 | 3.0013.17 3.39 8.00] 8.12 |/2.58) 2.71) 2.71) 2.58] 2.65 


2.32 2.80 2.82,2.00| 2.24 |/2.71/2.71/2.71/2.58] 2.68 |/3.00) 2.58) 2.71) 3.00] 2.82 


2.00} 1.59) 1.59)1.59} 1.70 |) 2.32] 2.00} 2.32) 2.00) 2.16 || 2.00) 2.32) 2.00; 2.32], 2.16 


1.00} 1.00, 0.00) 1.00} 0.75 | 1.00) 1.59 1.59)1.59] 1.44 |/1.00, 0.00) 1.00, 1.59 0.90 
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24 hours the rate of division of Paramecium on the one hand, 
and on the other hand, the number of bactéria in each.of the 
stock culture solutions counted by an ordinary bacteriological — 
method were determined and compared with each other. 


For this purpose four culture media were used. 

Flask No. 1. 25cc. of the ordinary hay infusion 
(freshly prepared) +25 cc. of tap water. - 

Flask’ No. 2. 25cc. of the same hay infusion + 25 cc. — 
of a mixture of amino acids used in Experiment 4. 

Flask No. 3. 25 cc. of the hay infusion+25 cc. : of 
0.01 per cent solution of sodium nucleate. 

Flask No. 4. 50cc. of 0.025 per cent solution of beef- 
extract. | 


These flasks plunged with cotton wool were sterilized in 
the Schimmelbusch’s sterizator on three successive days and 
each flask was then inoculated with 0.5 cc. of a 48 hour culture 
of the bacteria containing in the hay infusion. 

The feeding experiments were carried out with these sub- 
stances according to the method above described, excepting that 
the counting of the numbers of paramecia was made once a day. 
A careful record of the number of bacteria contained in each 
flask was kept at intervals of 20 hours. The result is shown 
in the following table. 

As is seen in the Table XI] a distinct variation is observed 
in the time in which the number of bacteria in each flask 
reach a maximum ; that is, Flasks 1 and 3 reach their maximum 
after the third day, while Flasks 2 and 4 attain it after the 
second and the fourth day respectively. All of the flasks start with 
& minimum number of bacteria and end again with a small 
number of bacteria. 

On the contrary it is clearly seen in Chart 12 that on the 
ue day all the curves show the highest division rate, Flask 

3 (nucleate flask) being the highest among them and Flask 1 
( cae infusion flask) the lowest. Hereafter all the division rate 


\ 
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curves came down somewhat abruptly, even when the number 
of bacteria in the stock solution gave the highest record. 


TABLE XII. 
Room |. ‘Numbers of Bacteria : 
Temper- Contained in a loopful of the medium 
Date |" ature. 
(ce) | FlaskI. | Flask II. | Flask III. * Hay I" Nucleate 
4 | 13-18° 0 7 3 | 
5 | 12-17° 30 60 20 | 
6 | 11-149 1470 30 70 
7 |. 12-17 1430 2130 700 
g | 15-19° 190 170 2000 
9 15-19° 70 240 | 700 
10 | 14-19 20 x. 70. 30 -| . © 20 14 
11 | 15-20° 14 wbaze wend 


* ordinarily prepared. 
When we ‘realize the fact that the highest ee of | 
bacteria in the hay infusion does not producd necessarily the 
highest division rate of Paramecium grown in that medium, 
and that there exists hardly a parallelism between the rate of 
division and the number of bacteria; it may be safely concluded 
that these added substances in the hay infusion influence the 
rate of division of Paramecium more directly than they act 
indirectly by influencing the growth of bacteria. 


CoNCLUSION. 


1. Six amino acids were tested in their action on the 


‘eycle of activity of Paramecium -caudatum. These substances, 
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employed alone or together, do not exhibit any appreciable 
effect on the division rate of cells. 

2. The polypeptides, obtained from the partially hydrolys- 
ed egg-white, does not also produce any definite effect on it. 

3.. It was found that the relative vitality of each sister cell 
derived from the ‘same ancestor is approximately the same, as 
measured by the daily division rate. 

4. A rational method of recording the division rate of 
Paramecium is presented. 

5. Positive evidence is presented showing that the nuclear 
compounds, used in the form of sodium nucleate, play a pro- 
minent role in the operation of cell division. 

6. The substances which influence the division rate seem 
to act directly on Paramecium instead of affecting the rate of 
division indirectly by influencing the growth of the bacteria 
culture. 


— Division rate 
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BIOCHEMICAL STUDIES ON THE GROWTH 
; OF PARAMECIUM. 
II. The Effect of Splitting Products of Nucleic Acid Upon 
the Division Rate in Paramecium caudatum. 


By 


~ TAMEKICHI UGATA. 


(From the Biochemical Laboratory, Tokyo Imperial University. 
Director: Prof. Samuro Kakiuchi.) 


(Received for publication, July 28, 1926.) 


I. Inrropvucrory. 


In the preceding paper (Ugata, 1926) the statement was 
“made that the weakened vital function, especially the low pro- 
duction rate of Paramecium caudatwm which was deprived 
of every chance to conjugate by daily isolation for several 
weeks, was neither revived by. the supply of any of the 
biochemically essential amino acids, as tyrosine, cystine, histidine, 
tryptophane and lysine, nor by polypeptide contained in, partially 
hydrolysed egg-white. On the contrary, it was proved to be a 
striking fact that, upon the administration of riucleic acid in 
the form of sodium salt, a remarkable change in the vital 
activities was observed, the division rate being increased invari- 
ably and promptly. . | 

‘The effect of sodium nucleate was far more than that of beef- 
extract, which was reported by many previous investigators. 

Interested in the evidence of the beneficial effect of the 
nuclear component on the vitality in Paramecium, the author 
extended the investigations with the object of ascertaining how 
the chemical constituents of nucleic acid,..such as phosphoric 
acid, purine bases or nucleosides, do behave'towards the division 
rate in Paramecium. | i 
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In the following the results of these experiments are re- 
ported. 


IJ. THE EXPERIMENTAL METHOD EMPLOYED. 


The experimental method adopted for the present work is 
the same as described in the former communication (Ugata, 
1926): a single Paramecium derived from a known ancestor 
was placed on a hollow glass slide in a moist chamber. In 
order to deprive it of every chance to conjugate, the isolation 
of Paramecium was carried out regularly twice a day by pipett- 
ing out at random a single individual in a new slide. At the 
same time the number of Paramecium present in the former 
slide was counted and recorded. . 

In the feeding of Paramecium special care must be taken 
because of the fact that this organism is extremely sensitive to 
slight changes in its environmental conditions. Every detail 
of the precaution taken with regard to this can be referred to 
in the preceding paper (Ugata, 1926). 


II. Exprertwentrat ReEsutrs. 


A. Effect of Glycero-phosphoric Acid on 
Division Rate. 


Phosphoric acid was supplied in the form of glycero-phos- 
phoric acid. On the 19th day of succeeding isolations the effective- 
ness of glycero-phosphoric acid was tried, applying it in the 
forrn of a sodium salt in the concentrations of 0.025 and 0.001 
per cent of hay infusion. The vitality of this Paramecium line 
and the effectiveness of nucleate on it were tested previously on 
the 11th day of isolation. 

The results of these experiments are shown in Table I and 
Big 1, 

As the results of the experiments showed, the control hay- 
fed line was gradually decreasing in the rate of division, while 
the nucleate line still retained its favorable conditions towards 
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the end of the experiment. As far as the glycero-phosphate line 
is concerned, no noticeable effect was obtained throughout the 
experiment ; although this line seemed to show a slightly higher 
rate of division than that of the control, any decided beneficial 
effect of sodium glycero-phosphate could not be detected. 


B. Effects of Guanin and Xanthin on 
Division Rate. 


In the next place the observations were made concerning 
the effect of purine bases upon the division rate in Paramecium. 
Two kinds of purine bases, guanin and xanthin, were employed 
in the experiment. As usual, two lines were newly started 
from the control line at the 24th day of isolation, one for 
guanin and the other for xanthin. At the same time the effect 
of sodium nucleate was studied for the purpose of comparison. 

The results of the experiments are given also in Table II 
and Figure 2. 

As can be seen from this, the administration of these 
purine bases for a period of 19 days showed neither an accerelat- 
ing nor a depressing action-‘on the division rate in Paramecium, 
while the nucleate-fed line divided at a higher rate. 


C. Effects of Guanosine and Adenosine on 
Division Rate. 


Three successive experiments were carried out at Niigata 
from April to June, 1926. The stock of Paramecium which 
had been used in the all foregoing experiments performed in 
Tokyo was transported to Niigata in Feburary of the same year 
and kept cultured freely in the laboratory there till the experi- 
ments were commenced. 

‘ From the above experiments it has been shown that such 
constituents of nucleic acid as phosphoric acid or purine bases, 
failed to revive the vitality in the Paramecium which, by 
repeated isolation, was deprived of all possible chances to con- 
jugate. 
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Date | Control 


2.95 


| 2.87 2.76 


3 2.59 | 2.57 


Average | 2.94 
5 Delo 2.03 2.46 2.53 
6 3208: 3.67 8,58 8.66 
dl i sO 2.82 2,95 3.08 
8 | 2.70 3.05 3.00 2.79 
2.99 3.08 2.99 3.02 Sodium Nucleate 


Average | * 3,01 
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Average 3.38 : "3.55 ; 
i9 | s.16.| 3.07 | 3.05 | 3.95 | 338 | ase | 3.45 
v0 6| 3.09 | 259 | 2.66} 2.70 | 3.34 | 3.28 | 3/80 
21 2.59 | 241 | 246 | 2.79 | 3.00 | 342 | 288 
22 2.91 | 2.73 | 282 | 3.07. | 3.62 | 3.90 | 3.70 


2.94 2.70 rs) 9.95 3.84 3.41 3.33 


24 2.66 3207 2.79 2.91 3.62 3.61 3.57 
20 2.65: 2.99 3.00 3.07 3.43 3.48 3.36 
26 =| 2.35 2.59 2.70 2.59 3.52 3.15 3.35 
Pep sii] 2.59 2.09 2.65 3.29 3.06 3.15 


2.47 2.73 2.65 2.81 3.47 See 3.35 


31 2.00 2220 2.09 2.80 2.84 2.85 2.91 
32 | «2.23. 2.00 2.16 2.16 2.91 2.70 2.75 
339 P25 2.20 2.58 2.38 2.70 2.96 2.99 
34 2.16 2.16 2.25 2.30 3.13 3.54 3.86 


Average atlas) eT 2.522 2.29 2.90 3.01 7 313 


Sane 2.00 2.16 9.41 2.59 2.96 2.88 3.15 
39 2.41 2.59 2.00 2.20 252 3.09 3.26 
40 2.80 2.16 2.3 2.46 3.62 3.09 3.29 
41 8,98 2.00 1.91 1.96 3.00 3.27 2.66 
=e OS LO MS 2.3 3.28 3.08 3.09 
ee 3.18 
48 1.66 1.91 2.20 2.16 3.08 3.21 3.20 
49 2.16 2.23 3.88 2.59 2.66 2.82 O78 


1:01 SRP VeeeO 2.38 2.87 3.02 2.97 


bh a 
a 7 e 
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TABLE I 


Experiment with Sodium Glycero-phosphate 
(Began July 4, ended July 26, 1925) 
Guanin- and Xanthin-Experiment 
(Began July 9, ended July 26, 1925) 


Sodium Glycero-phosphate 


Guanin Xanthine 
ol2 | 2.9L | 2.9L | °S.20)) 3.38 
2.46 | 2.80 || 2.99 | 2.79 | 2.84 
9.30 | 2.09 || 2.63 | 2.50 | 2.73 
2.28 | 2.00 || 2:46 | 2.28 | 2.35 
2.64 2.58 || 2.75 2.68 °%.76 
2.09 | 1.91 || 2.65 | 2.23 | 2.16 
2.09 | 1.79 |} 2.23 | 2.29 | 2.35 
2.09 | 2.66 |) 2.35 | 2.75 | 2.41 
2,00 | 2.29 || 2.50 | 2.23 | 2.41 
2.07 F216 2.48 W238 2:35 
2.14 2,38 
2.35 | 2.00 || 2.41 | 2.35 | 2.46 
2.46 2. 9.29 | 2.09 | 2.46 
9.73 | 2.66 # 2.29 | 2.16] 2.46 
9.09 | 2.66 |) 2.09 | 2.00} 2.29 
G41 2.45 2.07 2.15 2.42 
2.47 28 


456 T. Ugata : 


Next to the purine bases, the effect of purine nucleosides 
were tested in the same way as above. Purine nucleosides, 
guanosine and adenosine, prepared according to the method of 
Levene and Jacobs, were used. As before, previous to the 
guanosine and adenosine experiments the effect of sodium 
nucleate on the line was tested. 

As will be seen from Table II, III and Figure 3, Parame- 
cium fed on guanosine showed no change as compared with 
the hay-fed, whereas that fed on adenosine seemed to increase 
slightly in the rate of division, especially in the earlier 
part of the experiment. We regard this, however, as of no 
great significance, because the effect of the adenosine supply was 
not so remarkable throughout the experiment and, moreover, 
it became nonsusceptible on the 483th féeding day, while the 
effect of the nucleate remained outstanding even after the lapse 
of the same length of time. 

From these observations it can be concluded without error 
- that purine nucleosides have also no appreciable effect on the 
rate of division in Paramecium. 


D. Effect of Uridine on Division Rate. 


After the experiments with purine nucleosides were ended 
with negative results, the effect of another nucleoside containing 
a pyrimidine group was tested. 

Uridine, the riboside of uracil, was prepared according 
to the method of Levene and Jacobs and applied in the 
concentrations of 0.0005, 0.001 and 0.005 per cent to three 
lines respectively, which were started in the same foregoing 
experiments from the same control hay-fed line. Together 
with the uridine experiment, one more new line was made from 
the control for sodium nucleate for the same purpose as before. 
Although in the beginning of the experiment (sce Table TI and 
III) the application of uridine did not show any remarkable 
effect on the division rate, the superiority of uridine supply 
came gradually in evidence and finally the division rate of the 
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uridine-fed line surpassed that of nucleate line. At that time 
the control hay-fed continued to divide at a far decreased rate. 

The advantage of the uridine supply to the hay infusion 
in promoting the vitality in Paramecium became more and- 
more distinct as the control fell into an exhausted state and at the 
time when the experiment was cut off the nucleate line divided, 
on the average, in three experiments, of 1.62 per half a day, 
while the uridine line showed a still more favorable condition,, 
holding the high rate of division, of 2.09 in the same unit of 
time. . = 

~The above results lead us to the following conclusion that 
uridine is an essential constituent of nucleic acid in point of 
cell division in Paramecium. 

To make sure of the beneficial effect of uridine on the 
division rate in Paramecium more definite, the author under- 
took the uridine experiment once more near the end of the 
original uridine experiment in the same manner as before (Table 
IV). From the control three lines were taken, that is, new lines 
were started and provided with hay infusion containing uridine 
in the concentrations of 0.0005, 0.001 and 0.005 per cent 
respectively. This second experiment also yielded similar con- 
firmative rest:lts, as is shown by the increase in division rate. 

The feeding experiment with sodium nucleate was not 
performed in parallel this time and consequently it was not pos- 
sible to compare the effect of sodium nucleate with that of 
uridine in recovering the vitality in Paramecium that has be- 
come obviously weakened after 45 days’ experimental feeding ; 
notwithstanding, so far as administration of uridine is concerned 
its reviving action was. again clearly demonstrated. 

This, together with the observation made bythe first uridine 
experiment, makes it certain that uridine has a definite,’ beneficial 
action on the improvement: of vital activities in Paramecium, 
increasing the rate of division in a great measure. 

Here I greatly regret that I was not able to perform 
the experiment with cytidine, another pyrimidine nucleoside, 
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owing to the lack of this substance; nevertheless it may be 
reasonably granted to conclude that pyrimidine nucleoside may 
play an important role in the operation of cell division, at 
least in the case of Paramecium caudatum. 


TABLE IV. 


Uridine-Experiment (11) 
(Began June 11, ended June 28, 1926) ~ 


Date | Control a b ¢ 


45 | 0.50/0.50| 0.60| 0.50] 1.96| 2,20] 2:16] 2.29] 1.96| 2.09] 2.45 2.00| 1.96 
46 || 1.00] 0.50] 1.00] 1.00}: 2.16) 1.96/ 2.16] 2.16] 2.29] 1.96] 2.16] 2.32] 2.20 
47 | 0.50) 1.00} 1.00} 1.00) 2.29} 2.09| 1.80] 2:16] 2.00] 2.16] 2.45| 2.16] 2.45 
48 | 1.00] 0.80] 1.00} 1.00] 2.00| b.16| 2.16} 2.16| 2.00] 2.16 2.16] 2.20] 2.00 


Average 0.75 Se 0.88 || 2.10 509 2.07] 2.19 2.06 2.09] 2.30 2.17 2.15 


53 | 1.30| 1.00] 1.00| 1.00]| 1.96] 2.45) 1.96 1\80| 2.16| 2.00 2.00) 2.00] 1.80 
54 | 0.50] 1.00] 1.00| 1.00] 2.00] 1.59] 2.16] 2.00| 2.16| 2.57] 2.32] 2.16] 2.32 


59 ; 0.50} 0.50} 1.00] 0.50 a 1.96 | 2.29] 1.96} 2.00] 2.45 || 1.80) 1.96] 2.00 


peered Clue ae 0.83 || 2.04 2.00 2.14/ 1.92 2.11 2.34] 2.04 2.04 2.04 
= ) . 2.06 . 


60 1.00} 0.80| 1.00} 1.00) 1.89] 1.59] 1.80|| 1.59) 2.00] 1.80|| 2.29} 2.00} 2.16 
61 0.50] 1.00] 1.00| 0.50]] 2.16} 1.80] 1.59] 1.96] 1.80] 1.96 || 1.80] 2.16] 1.96 
62 0.50] 0.50) 0.50] 0.50 || 1.80] 2.29] 2.16] 2.32) 2.16] 2.16 || 2.00) 2.16| 2.00 


. 0.66 0.77 0.83 0.66] 1.92 1.89 1.85-| 1.96 1.99 1.97]| 2.03 2.11 2.04 
Average 0.73 1,89 "1.97 2.06 


ConcLuSION. 


The effects of the splitting products of nucleic acid were tested 
on the rate of division in Paramecium and the following results 
were obtained. 

1. Phosphoric acid, supplied in my experiment in the form 
of glycero-phosphoric acid, does not effect noticeably the division 
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rafe in Paramecium and also is not able to revive its declining 
_ vigor. 

2. It was ascertained that purine bases, such. as guanin 
or xanthin, also fail to exhibit any effect on it. 

8. Purine nucleosides do not exhibit any effectiveness in 
this respect. ik 

4. The significant effect of sodium nucleate, to which 
attention was drawn in the previous paper, is revealed also in 
‘the ease of uridine, one of the chemical constituents of nucleic. 
acid, which has a pyrimidine group in the molecule. This 
being true, the following conclusion might be appropriately 
deduced: the ‘outstanding effectiveness of the nucleate with 
regard to reviving the vitality in Paramecium owes its action 
to the presence of a pyrimidine nucleoside in its molecule. 
. Certainly the pyrimidine group asa nuclear component may 
play. some important role in cell division and cell vitality at 
large. 


The investigations of this series were undertaken at the 
suggestion of Proffesor Dr. S. Kakiuchi, to whom the author 
wishes to express his thanks for his encouragement and advice 
throughout the course of the work. 
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-EXPERIMENTELLE BEITRAGE ZUR WIRKUNG DER 
PARASYMPATHIKUSGIFTE AUF DEN 
BLUTZUCKER, 

Il. Uber den Einfluss des Eserins und des—Pilokarpins 
auf die Adrenalinhyperglykamie. 


Von 


‘TORAO SAKURAI. 


(Aus dem biochemischen Institut der medizinischen Akademie 
zu Migata.) 


(ivigegangen am 1. August 1926.) 


I. Exnverrune. 


Es ist eine bekannte Tatsache, dass bei der Adrenalinin- 
jektion eine deutliche Hyperglykimie und eine Glykosurie 
eintreten. Viele Autoren haben nun tiber den Einfluss der 
Parasympathikusgifte auf diese Adrenalinwirkung nachgeforscht. 
Nach Gautrelet (1908) soll das Cholin die Adrenalinglykosurie 
hemmen, aber nach Lohmann (1908), Frank und. Isaak . 
(1909) hemmt es sie nicht. Nach Saito (1921) wird die 
Adrenalinhyperglykamie bei Meerschweinchen durch Eserin und — 
Pilokarpin gehemmt. Bornstein, Vogel und Bertram 
(1922, 1923) berichteten, dass gleichzeitig gegebene Parasym- 
pathikusgifte und Adrenalin beim Hunde keine Hyperglykimie 
hervorrufen, und sie nannten dieses Phinomen die ‘‘ dissimil- 
atorische Umkéhr’’. | Neuerdings fand Nakanishi. (1926), 
dass‘ das Eserin keinen Einfluss auf die Adrenalinhyperglykamie 
hat. Nach Kinoshita (1926) ist die Adrenalinhyperglykimie,. 
wenn Eserin oder Pilokarpin vorher injiziert worden war, 
viel deutlicher, als bei einfacher Adrenalinapplikation ; aber’ 
weun Eserin oder Pilokarpin spéter injiziert wurde, ist. die 
Adrenalinhyperglykimie nicht beeinflusst worden. Ich konnte: 
friiher (1926) konstatieren, dass Eserin bisweilen die: Adrenalin-" 
hyperglykamie hemmt. 
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_ Wie man ‘sieht, sind die Resultate von Bornstein und 
seinen Mitarbeitern an Hunden mit denen von Saito bei 
Meerschweinchen fast tibereinstimmend; dagegen sind die Er- 
gebnisse von Kinoshita ganz anders. Es lasst sich vermuten, 
dass die: Verschiedenheit der Versuchstiere einen solchen Unter- 
schied der Resultate bedingt habe. Dies veranlasste mich, 
nochmals den Einfluss der Parasympathikusgifte auf die Ad- 
renalinhyperglykaémie zu priifen, um diese Frage einer Lésung 
naiher zu’ bringen. 


Il. VERSUCHSANORDNUNG UND METHODE. 


Als Versuchstiere benutzte ich Kaninchen. Vor den Ex- 
perimenten wurden alle Tiere 48 Stunden lang hungern gelassen. 
Da der Einfluss des Adrenalins auf den Blutzucker individuell 
verschieden ist, benutzte ich sowohl beim Haupt- als auch beim: 
Kontrollversuche immer dasselbe Kaninchen, um die Verglei- 
chung des Blutzuckerspiegels leicht einrichten zu kénnen. 
Der Blutzucker ist nach der Bangschen (1922) Mikromethode 
bestimmt worden. - 


Tif. VERSUCHSERGEBNISSE. 


Bei Besprechung der Ergebnisse will ich der Einfachheit 
wegen nur die Durchschnittszahlen verwerten. Néaheres ist in 
den nachstehenden Belegstabellen angegeben. 

A. LEHserinversuch (s. Tabelle I). 

Ich habe festgestellt (1926), dass 1 mg Eserin pro kg Tier 
eine deutliche Hyperglykaimie erzeugt, aber 0.1 mg nicht So 
variiert man die Dose des Eserins zwischen 0.05 mg-0.5 mg 
pro kg des Kérpergewichtes, und die des Adrenalins zwischen 
0.01 mg-0.2 mg. Je vier cder fiinf Versuchstiere werden bei 
jedem Versuche gebraucht. 

1. Eserin 0.1 mg pro kg und Adrenalin 0.2 mg pro kg 
werden gleichzeitig injiziert—Der Blutzuckerspiegel ist beim 
Haupt- und Kontrollversuche 1 und 2 Stunden nach der Injek- 
tion ganz derselbe, aber nach 8 und 4 Stunden ist der Blutzucker 
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beim Hauptversuche viel niedriger als beim ‘Kontrollversuche: 
(s. Tabelle III und Fig. 1). 

2. Eserin 0.1 mg pro kg und § Stunde darauf Adrenalin 
0.2 mg pro kg Tier.—Die Blutzuckersteigerung beim Haupt- 
versuche ist im allgemeinen niedriger als die beim Kontroll- 
versuche (s. Tabelle IV u. Fig. 2). 

3. Eserin 0.2 mg pro kg und Adrenalin 0.2 mg pro kg 
gleichzeitig gegeben.—Die Blutzuckersteigerung beim Haupt- 
versuche ist niedriger als die beim Kontrollversuche (s. Tabelle 
Voaee ie ie3): 

4. Hserin 0.5 mg pro kg und Adrenalin 0.2 mg pro kg 
gleichzeitig.—Die Blutzuckersteigerung ist 1 Stunde nach der 
Injektion in beiden Versuchen fast dieselbe, aber nach 2, 3 
tind 4 Stunden ist sie beim Eserinversuche immer deutlicher 
als beim Kontrollversuche (s. Tabelle VI u. Fig. 4). 

5. Eserin 0.1 mg pro kg und Adrenalin 0.1 mg pro kg 
gleichzeitig.—Die Blutzuckersteigerung beim Hauptversuche ist 
im allgemeinen schwacher als die des Kontrollversuches (s. 
Tabelle VII u. Fig. 5). 

6. Eserin 0.1 mg pro kg und Adrenalin 0.05 mg pro kg 
- gileichzeitig.—Die Blutzuckersteigerung beim Hauptversuche ist 
im allgemeinen deutlicher als die im Kontrollversuche, aber 4 
Stunden nach der Injektion fallt die vordere ab (s. Tabelle VIII 
u, Hig: 6), 

7. Eserin 0.1 mg pro kg und Adrenalin 0.01 mg pro kg 
gleichzeitig.—Die Blutzuckerspiegel beider Versuthe sind fast 
-dieselben (s. Tabelle IX u. Fig. 7). 

8. Hserin 0,05 mg pro kg und Adrenalin 0.01 mg pro kg 
gleichzeitig.—Beim Hauptversuche ist die Blutzuckersteigerung 
etwas deutlicher als beim Kontrollversuche (s. Tabelle IX u. 
Fig. 7). oA 

9. KEserin 0.05 mg pro kg (intravenés) und nach $ Stunde 
Adrenalin 0.05 mg pro kg (subkutan).—Die Blutzuckersteigerung 
beider Versuche ist 1 und 2 Stunden nach der Adrenalinin- 
jektion fast dieselbe, aber nach 3 und 4 Stunden ist sie beim 
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Hauptversuche deutlicher als die beim Kontrollversuche (s. 
Tabelle X u. Fig. 8). 

B. Pilokarpinversuch (s. Tabelle II). 

In der vorhergehenden Mitteilung (1926) stellte ich Folgendes 
fest: 1. Bei der Injektion von 5 und 10 mg Pilokarpin pro 
kg Tier kommt eine auffallige Hyperglykimie zustande. 2. 
Bei der Injektion von 2 mg konstatiert man eine leichte Er- 
héhung des Blutzuckergehaltes. 3. Im Versuche mit 1 mg 
sieht man eine Neigung des Blutzuckergehaltes zur Verminder- 
ung: 4. Der Versuch mit 0.5 mg zeigt keine merklichen 
Veriinderungen des Blutzuckergéhaltes. In diesen Experimenten 
variierte ich also die Pilokarpindose von 0.5 mg bis 5 mg pro 
kg Tier. . 

1. Pilokarpin 0.5 mg pro kg und nach 10 Minuten 
Adrenalin 0.1 mg pro kg.—Die Blutzuckersteigerung beider 
Versuche ist 1 und 2 Stunden nach der Injektion fast gleich, 
aber nach 3 und 4 Stunden ist die des Hauptversuches etwas 
deutlicher (s. Tabelle XI u. Fig. 9). 

2. Pilokarpin 1 mg pro kg und nach 10 Minuten Adrenalin 
0.2 mg pro kg.—Die Blutzuckersteigerung beim Hauptversuche 
ist viel schwicher als die beim Kontrollversuche (s. Tabelle IV 
ry ie: 2): 

3. Pilokarpin 5 mg pro kg und nach 10 Minuten Adrenalin 
0.2 mg pro kg.—Die Blutzuckersteigerung scheint durch Pilo- 
karpin etwas gehemmt zu werden (s. Tabelle XII u. Fig. 10). 

4. Pilokarpin 2 mg pro kg und nach 10 Minuten Adrenalin 
0.2 mg pro kg.—Der Blutzuckerspiegel beider Versuche ist fast 
der gleiche (s. Tabelle V und Fig. 3). 

5. Pilokarpin 0.5 mg pro kg und nach 10 Minuten 
Adrenalin 0.2 mg pro kg.—Die Adrenalinhyperglykimie scheint 
durch Pilokarpin etwas verhindert zu werden (s. Tabelle XIII 


u. Fig. 11). 
IV. ZusAMMENFASSENDE BETRACHTUNG. 


Die Hyperglykamie bei der subkutanen Injektion von 0.1 
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mg und 0.2 mg Adrenalin pro kg Tier ist sehr deutlich; sie 
wird bisweilen von Eserin oder Pilokarpin [mehr oder weniger 
gehemmt. Dagegen ist die Hyperglykaimie bei der Injektion 
von 0.05 mg und 0.01 mg Adrenalin pro kg des Kérperge- 
wichtes nicht deutlich; sie wird meistens nicht von Eserin 
beeinflusst. 

Aus den obigen Resultaten ist es zum mindesten sicher, 
dass die Adrenalinhyperglykimie durch Eserin oder Pilokarpin 
auch beim Kaninchen verhindert wird, obwohl die Hemmung 
nicht so vollstindig ist wie in den Resultaten von Bornstein 
u..a. Dagegen sind meine Ergebnisse ganz verschieden von 
denen Kinoshitas. 

Gegen Bornstein und seine Schiiler habe ich (1926) mit’ 
Dresel (1923) und Kinoshita (1926) behauptet, dass durch 
Reizung der parasympathischen Nerven eine Herabsetzung des 
Blutzuckers zustande kommen kann. So kann man den Mech- 
anismus bei der Hemmung der Adrenalinhyperglykimie durch 
Eserin oder Pilokarpin dahin erléutern, dass die sympathische 
Adrenalinhyperglykimie von der parasympathischen Eserin- 
oder Pilokarpinwirkung gehemmt wird. 


ScHLuss. 


Eserin und Pilokarpin verhindern beim Kaninchen die 
Adrenalinhyperglykamie. ~ 


Verfasser hat die angenehme Pflicht, Herrn Prof. K aki- 
uchi und Herrn Prof. Masaki fiir ihre freundlichen Ratschlige 
herzlichsten Dank auszusprechen. 
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-EXPERIMENTELLE BEITRAGE ZUR WIRKUNG DER 
PARASYMPATHIKUSGIFTE AUF 
DEN BLUTZUCKER. 
II]. Uber Herabsetzung des Blutzuckers durch 
Parasympathikusreizung. — 


“Von 
TORAO SAKURAI. 
(dus dem biochemischen Institut der medizinischen Akademie zu Niigata.) 
(Eingegangen am 1. August 1926.) 


EINLEITUNG. 


\ 


Die Beziehung zwischen dem Parasympathikus und dem 
Blutzucker ist eine interessante Frage, die von vielen Autoren 
auf verschiedene Weise durchforscht worden ist. Einige Autoren 
(Asher und Corral, 1915, Brugsch, Dresel und Lewy, 
1921, Dresel und Zemmin, 1923) nahmen an, dass Reizung 
des Parasympathikus eine Verminderung des Blutzuckers her- 
vorrufe ; aber Bornstein und seine Mitarbeiter (1921-1923) 
stellten fest, dass eine eigentliche ‘Hyperglykimie durch Para- 
sympathikusreizung erzeugt werde. Neuerdings stellte Verfasser 
(1926) mit Kinoshita (1926) und Masamune (1926) fest, 
dass die Pilokarpinhyperglykamie . nicht infolge der Parasym- 
pathikusreizung, sondern durch Zentralreizung hervorgerufen 
wird, die der Sympathikus nach der Leber leitet: Verfasser 
fand auch (1926), dass der Blutzucker bei der Injektion von kleinen 
Dosen Cholin, Eserin und Pilokarpin sich etwas vermindert. . 
Da aber obenerwihnte Gifte in hohen Dosen das Zentrum 
reizen und daher eine Hyperglykimie erzeugen, so kénnte. die 
Verminderung des Blutzuckers bei Parasympathikusreizung mit 
diesen Giften durch ihre zentrale Wirkung °iiberholt werden. 
Wenn man also die Funktion des Sympathikus ausschlisse, so 
miisste der Blutzucker sich bei Injektion von. kleinen. Dosen 
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vermindern. Kinoshita fand bei splanchnikotomierten Kanin: 
chen eine Herabsetzung des Blutzuckers nach Pilokarpininjek- 
tion. Obwohl ich bei splanchnikotomierten Kaninchen das. 
Ausbleiben der Pilokarpinhyperglykamie feststellte, konnte ich 
nicht zum selben Resultat wie Kinoshita gelangen, aber in 
meinen Versuchen war die Dose des Pilokarpins so gross, dass - 
es bei normalen Kaninchen eine deutliche Hyperglykimie 
erzeugte. 

Das Ergotoxin lihmt die Nervenendigung des sympathi- 
schen Systems und list daher die erregende Wirkung aus (Dale, 
1906). Von verschiedenen Autoren (Miculicich,, 1912; 
Laurin, 1917, Burn, 1923, Masamune, 1926) wurde fest- 
gestellt, dass die sympathische Hyperglykamie durch Ergotoxin 
verhindert wird. _ Darum wurde das Ergotoxin in folgenden 
Experimenten benutzt, um die Funktion der sympathischen 
Nerven auszuschliessen. 

Der Hauptzweck dieser Arbeit ist, den Einfluss der’ Para- 
sympathikusreizung auf den Blutzucker festzustellen. 

Die Untersuchungsmethoden sind dieselben wie in meiner 
vorhergehenden Abhandlung beschrieben. Als Ergotoxinpra- 
parat habe ich Mercks Ergotinin amorph gebraucht, welches — 
in 0.08 .% iger Phosphorsiure gelést wurde. 


Experiment 1. 


Um die Wirkung des Ergotoxinpraparates festzustellen, 
wurde dessen Einfluss auf sympathische Hyperglykaimie unter- 
‘sucht. 

A) Hinfluss auf Adrenalinhyperglykamie. 

Dem Tiere wurde Ergotoxin und dann nach 10 Minuten 
Adrenalin injiziert. Die Resultate sind in der Tabelle I 
- bezeichnet., (s. Fig. 1). 

Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, wurde die Adrenalin-— 
hyperglykamie deutlich verhindert. Diese Resultate stimmen 
mit den von Miculicich,: Laurin und Burn iiberein. 
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B) Einfluss auf Diuretinhyperglykamie. 

Nach Miculicich soll die Diuretinhyperglykaémie durch 
Ergotoxin verhindert werden. Ich fand frither (1926), dass bei 
splanchnikotomierten Kaninchen Diuretin keine Hyperglykimie 
erzeugt. Die Untersuchungsresultate: in Bezug auf den Einfluss 
des Ergotoxins auf Diuretinhyperglykadmie sind in der Tabelle II 
bezeichnet (s. auch Fig. 2). 

Wie man aus der Tabelle ersieht, wurde die Diuretin- 
hyperglykaémie vollstaéndig verhindert. 

Aus obigen zwei Experimenten steht fest, dass Ergotoxin 
die sympathische Hyperglykimie verhindert—es halt also die 
Wirkung des Sympathikus ab. 


Experiment 2. 


Lesser und sein Mitarbeiter (1923) berichteten, dass 
Ergotoxin den Blutzucker bei normalen Kaninchen herabsetzt. 
Nach Masamune (1926) tbt das Ergotoxin keinen Einfluss auf 
den Blutzucker aus. ach meinen eigenen Untersuchungen 
setzt das Ergotoxin bei 0.5-1mg pro kg Tier den Blutzucker 
mehr oder weniger herab, wie die Tabelle III zeigt. (Bei 2-3 
mg starben die Tiere mit Krampf und Blutzuckersteigerung. 
Diese Hyperglykamie scheint nicht die direkte Wirkung des 
Ergotoxins zu sein. s. Fig. 3, 4, 5, 6.) 

Experiment 3. 

Kombinierte Applikation des Ergotoxins und des Pilokar- 
pins. . 

Man injzierte 0.56mg-1mg Ergotoxin pro kg Kérperge- 
wicht subkutan und nach 10 Minuten 1 mg Pilokarpin pro kg 
Tier. Die Resultate sind in der Tabelle IV bezeichnet (s. 
Fig. 3, 4, 5, 6). 

Die Verminderung des Blutzuckergehaltes in diesen Ver- 
suchen ist viel deutlicher als die in den Ergotoxinversuchen. 

Aus obigen Versuchen kann man ersehen, dass Pilokarpin 
in kleinen Dosen den Blutzucker herabsetzt. 
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Experiment 4. 


Kombinierte Applikation des Ergotoxins und des Cholins. 

Man injizierte 0.5 mg Ergotoxin pro kg des Kérpergewichtes 
subkutan und 10: Minuten danach 0.05 g Cholin pro kg Tier. 
Die Resultate zeigt die Tabelle V. (s. Fig. 5, 6). 4 

Wie man aus der Tabelle ersieht, vermindert der Blutzucker 
sich in leichtem Grade. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Das Ergotoxin verhindert die Adrenalin- und Diuretin- 
hyperglykamie. . 

2. Es ubt keinen merklichen Einfluss auf den Blutzucker 
aus. 

3. Nach der kombinierten Darreichung des Ergotoxins und : 
Pilokarpinsoder Ergotoxins und Cholins tritt eine Herabsetzung 
des Blutzuckers ein. . 

4. Dieses Ergebnis stimmt mit meinen vorhergehenden 
Untersuchungsresultaten tiberein; ich hatte darin vermutet, 
dass durch Parasympathikusreizung der: Blutzucker vermindert 
wird. 
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